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1 .一 种 组 合 物 , 所 述 组 合 物 包 含 含有 多 于 一 个 通道 的 水 凝 胶 , 所 述 通道 包含 细胞 构建 
体 , 所 述 细 胞 构建 体 包 含 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 。 

2. 如 权利 要 求 1 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 /或 所 述 通道 还 包含 至 
少 一 种 另外 的 细胞 类 型 。 

3. 如 权利 要 求 1 或 权利 要 求 2 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 /或 通道 中 
的 所 述 至 少 一 种 另外 的 细胞 类 型 是 皮肤 成 纤维 细胞 .内皮 细胞 .前 脂肪 细胞 .免疫 细胞 、 黑 
素 细胞 或 干细胞 。 

4. 如 权利 要 求 1-3 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 /或 所 述 通 
道 包 含 全 少 一 衝 毛 裏 成熟 因子 。 

5. 如 权利 要 求 4 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 至 少 一 种 毛囊 成 熟 因子 是 成 纤维 细胞 生长 因 
子 (FGF) .Wnt 激 动 剂 或 其 组 合 。 

6. 如 权利 要 求 5 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 FGF 是 FGF5、FGF7、FGF9、FG10 或 其 组 合 。 

7. 如 权利 要 求 5 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 Wnt 激 动 剂 是 CHIR99021、LiCl、SB-216763 或 
CAS 853220-52-7。 

8. 如 权利 要 求 1-7 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 细胞 构建 体 还 包含 黑 素 细胞 。 

9. 如 权利 要 求 1-8 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 细胞 构建 体 是 基本 上 直 的 。 

10. 如 权利 要 求 1-8 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 细胞 构建 体 是 弯曲 的 。 

11. 如 权利 要 求 1-10 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 细 胞 构建 体 的 表面 是 不 规则 的 。 

12. 如 权利 要 求 1-11 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 间 充 质 细胞 被 分 段 在 所 述 细胞 
构建 体 的 一 端 ,并且 所 述 上 皮 细 胞 被 分 段 在 所 述 细 胞 构建 体 的 另 一 端 。 

13. 如 权利 要 求 1-12 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 细 胞 构建 体 的 长 度 为 50um 至 10， 
000um, 并且 直径 为 50um 至 2000um。 

14. 如 权利 要 求 1-12 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 细 胞 构建 体 的 长 度 为 4mm 至 
10mm ,并且 直径 为 50hm 至 750bhm。 

15. 如 权利 要 求 1-14 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 间 充 质 细 胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 10:1 
至 1:10。 

16. 如 权利 要 求 1-14 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 间 充 质 细胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 1:2 至 
山上 

17. 如 权利 要 求 1-16 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 间 充 质 细 胞 是 真皮 乳头 细胞 。 

18. 如 权利 要 求 1-17 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 细 胞 构建 体 还 包含 于 

19. 如 权利 要 求 18 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 宫 包含 真皮 乳头 细胞 。 

20. 如 权利 要 求 1-19 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 。 

21 .如 权利 要 求 20 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 皮 肤 上 皮 细 胞 是 角质 细胞 。 

22. 如 权利 要 求 1-21 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 是 人 类 
细胞 。 

23. 如 权利 要 求 1-22 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 水 凝 胶 包 含 胶 原 、. 透明 质 酸 或 其 
盐 、 纤 维 蛋 白 、 洗 酸 盐 琼脂 糖 ,过 聚 糖 或 其 组 合 。 

24. 如 权利 要 求 23 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 水 凝 胶 包 含 洛 酸 盐 。 

25. 如 权利 要 求 1-24 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 水 凝 胶 是 交 联 的 。 
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26 .一 种 试剂 盒 , 所 述 试剂 盒 包 括 如 权利 要 求 1-25 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 以 及 使 用 所 
述 试剂 盒 的 说 明 书 。 

27. 如 权利 要 求 26 所 述 的 试剂 盒 , 还 包括 植 入 所 述 细胞 构建 体 的 仪器 。 

28 .一 种 制备 如 权利 要 求 1-25 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 的 方法 ,所 述 方法 包括 将 所 述 间 
充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 沉积 到 所 述 水 凝 胶 中 。 

29. 如 权利 要 求 28 所 述 的 方法 ,其 中 通过 将 针 插 到 所 述 水 凝 胶 中 ,并 在 收回 所 述 针 的 同 
时 ,从 所 述 针 的 尖端 挤 出 所 述 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 ,而 将 所 述 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 
混合 物 沉积 到 所 述 水 凝 胶 中 。 

30. 如 权利 要 求 29 所 述 的 方法 ,其 中 通过 将 一 根 或 更 多 根 针 插 到 所 述 水 凝 胶 中 ,并 在 收 
回 所 述 针 的 同时 ,从 所 述 针 的 尖端 挤 出 所 述 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 ,而 将 所 述 间 充 质 细 胞 
和 上 皮 细 胞 沉积 到 所 述 水 凝 胶 中 。 

31 .如 权利 要 求 30 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 间 充 质 细胞 被 分 段 在 所 述 针 的 尖端 。 

32. 如 权利 要 求 31 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 间 充 质 细胞 从 所 述 针 的 尖端 沉积 ,并 且 然后 所 
述 上 皮 细 胞 从 所 述 针 沉积 ,以 提供 分 段 的 细胞 构建 体 , 所 述 分 段 的 细胞 构建 体 具 有 在 所 述 
通道 的 底部 末端 处 的 所 述 间 充 质 细胞 和 在 所 述 通道 的 顶部 末端 处 的 所 述 上 皮 细 胞 。 

33. 如 权利 要 求 32 所 述 的 方法 ,其 中 先 用 上 皮 细 胞 装载 所 述 针 ,然后 用 间 充 质 细胞 在 所 
述 针 的 尖端 装载 所 述 针 ,然后 沉积 所 述 细胞 。 

34. 如 权利 要 求 30 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 针 是 具有 两 个 或 更 多 个 分 隔 的 材料 路 径 的 同 
轴 装 置 ,所 述 材料 路 径 为 至 少 两 种 不 同类 型 的 细胞 提供 围绕 至 少 两 种 不 同 输入 物 的 共同 轴 
的 同心 流动 ,其 中 所 述 间 充 质 细胞 从 所 述 同 轴 针 的 芯 挤 出 ,并且 所 述 上 皮 细 胞 从 所 述 同 台 
针 的 套 层 挤 出 。 

35. 如 权利 要 求 34 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 间 充 质 细胞 从 所 述 针 的 蕊 沉积 ,并 且 然 后 所 述 
上 皮 细 胞 从 所 述 同 轴 针 的 套 层 沉积 ,以 提供 分 段 的 细胞 构建 体 , 所 述 分 段 的 细胞 构建 体 具 
有 在 所 述 通 道 的 底 端 处 的 所 述 间 充 质 细胞 和 在 所 述 通 道 的 顶端 处 的 所 述 上 皮 细 胞 。 

36. 如 权利 要 求 28-35 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 作为 还 包 
含 挤 出 化 合 物 的 一 种 或 更 多 种 组 合 物 的 一 部 分 来 沉积 。 

37. 如 权利 要 求 36 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 挤 出 化 合 物 包 括 落 酸 盐 、 水 凝 胶 、 胶 原 、 
Novogel@®@、Matrigel®@®、 细 胞 外 基质 组 分 或 水 溶性 、 可 交 联 、 生 物 可 降解 的 聚合 物 。 

38. 如 权利 要 求 28-37 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 使 所 述 细胞 构建 体 成 熟 。 

39. 如 权利 要 求 38 所 述 的 方法 ,其 中 使 所 述 细胞 构建 体 成 熟 1 至 42 天 。 

40. 如 权利 要 求 38 所 述 的 方法 ,其 中 使 所 述 细 胞 构建 体 成 熟 7 至 21 天 。 

41 .如 权利 要 求 28-40 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 从 所 述 水 凝 胶 中 取出 所 述 细胞 构建 


体 。 


42. 如 权利 要 求 28-41 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 沉 积 由 自动 化 装置 控制 ,所 述 自 
动 化 装置 包括 至 少 一 根 针 和 与 所 述 针 流体 连通 的 一 个 或 更 多 个 储存 器 ,以 及 用 于 挤 出 所 述 
至 少 一 根 针 的 内 容 物 的 工具 ,其 中 所 述 一 个 或 更 多 个 储存 器 包括 间 充 质 细 胞 上皮 细 胞 或 
其 混合 物 、 以 及 将 所 述 针 相对 于 所 述 水 凝 胶 的 表面 定位 的 致 动工 具 。 

43. 如 权利 要 求 42 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自动 化 装置 将 多 于 一 个 构建 体 沉 积 在 所 述 水 
凝 胶 中 。 
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所 述 计算 机 处 型 


胞 。 


45. 如 权利 要 求 28-44 中 任 一 


46. 如 权利 要 求 28-45 中 任 一 ] 
47 .如 权利 要 求 28-46 中 任 一 ] 


48. 如 权利 要 求 47 所 述 的 方法 
49. 如 权利 要 求 47 所 述 的 方法 


50. 如 权利 要 求 28-49 中 任 一 : 


权 利 


项 所 述 的 方法 


页 所 述 的 方法 
页 所 述 的 方法 


硕 所 述 的 方法 


51 .如 权利 要 求 50 所 述 的 方法 


52. 如 权利 要 求 28-51 中 任 一 1 


54. 如 权利 要 求 53 所 述 的 细胞 构建 体 ,还 包含 


大 所 述 的 方法 


要 求 书 
44. 如 权利 要 求 42 或 权利 要 求 43 所 述 的 方法 
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,其 中 所 述 自动 化 装置 包括 计算 机 处 理 器 ， 


器 被 通信 地 连接 到 用 于 挤 出 所 述 至 少 一 根 针 的 所 述 内 容 物 的 工具 。 


,其 中 所 述 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 是 人 类 细 


,其 中 所 述 上 皮 细 胞 不 沉积 为 球状 体 。 
,其 中 所 述 针 是 有 和 斜面 的 。 

,其 中 所 述 针 的 和 斜面 为 10 度 至 45 度 。 

,其 中 所 述 针 的 斜面 为 约 30 度 。 

,其 中 所 述 针 的 内 径 为 150um 人 至 1000uhm。 


,其 中 所 述 针 的 外 径 为 约 250um 至 约 1250hm。 


,其 中 所 述 水 凝 胶 是 交 联 的 。 
53 .一 种 细胞 构建 体 , 所 述 细胞 构建 体 呈 包含 间 充 质 细 胞 和 上 皮 细 胞 的 柱 的 形式 。 


黑 素 细胞 。 


55. 如 权利 要 求 53 或 权利 要 求 54 所 述 的 细胞 构建 体 , 其 中 所 述 细胞 构建 体 是 基本 上 直 


56. 如 权利 要 求 54 或 权利 要 求 54 所 述 的 细胞 构建 体 , 其 中 所 述 细 胞 构建 体 
57. 如 权利 要 求 53-54 中 任 一 ] 
则 的 。 
58. 如 权利 要 求 53-57 中 任 一 ] 
细胞 构建 体 的 一 端 ,并 且 所 述 上 皮 细 胞 被 分 段 在 所 
述 的 细胞 构建 体 , 其 中 所 


59. 如 权利 要 求 53-58 中 任 一 


页 所 


页 所 


项 所 


至 10,000um, 并 且 直 径 为 50um 至 2000um。 


胞 。 


胞 。 


胞 。 


60. 如 权利 要 求 53-59 中 任 一 
至 10mm, 并 且 直 径 为 50nm 至 750pm。 
61. 如 权利 要 求 53-60 中 任 一 ] 
10:1 至 1:10。 
62. 如 权利 要 求 53-61 中 任 一 ] 
es 2A las ls 
63. 如 权利 要 求 53-62 中 任 一 ] 


页 所 


页 所 


页 所 


述 的 细胞 构建 体 ,其 中 所 


述 的 细胞 构建 体 ,其 中 所 


述 细胞 构建 


是 弯曲 的 。 


述 细 胞 构建 体 的 表面 是 不 规 


述 间 充 质 细胞 被 分 段 在 所 述 


本 的 另 一 端 。 


述 细胞 构建 体 的 长 度 为 50pm 


项 所 述 的 细胞 构建 体 , 其 中 所 述 细胞 构建 体 的 长 度 为 4mm 


述 的 细胞 构建 体 ,其 中 间 充 质 细 胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 


述 的 细胞 构建 体 ,其 中 间 充 质 细 胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 


述 的 细胞 构建 体 , 其 中 所 述 间 充 质 细胞 是 真皮 乳头 细 


64. 如 权利 要 求 53-63 中 任 一 项 所 述 的 细胞 构建 体 ,其 中 所 述 细胞 构建 体 还 包含 宫 


65. 如 权利 要 求 64 所 述 的 细胞 构建 体 ,其 中 所 述 圳 包含 真皮 乳头 细胞 。 
66. 如 权利 要 求 53-65 中 任 一 项 所 述 的 细胞 构建 体 , 其 中 所 述 上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 台 


67. 如 权利 要 求 66 所 述 的 细胞 构建 体 ,其 中 所 述 皮 肤 上 皮 细 胞 是 角 


68. 如 权利 要 求 53-67 中 任 一 


项 所 述 的 方法 


质 细胞 。 


,其 中 所 述 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 是 人 类 细 


69 .一 种 修复 个 体 中 的 毛发 的 方法 ,所 述 方法 包括 将 至 少 一 种 如 权利 要 求 53-68 中 任 一 
项 所 述 的 细胞 构建 体 植 入 到 所 述 个 体 的 皮肤 中 。 
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70. 如 权利 要 求 69 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 皮 肤 是 头皮 。 

71. 如 权利 要 求 69 或 70 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 植 入 是 手动 的 。 

72. 如 权利 要 求 69 或 70 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 植 入 是 自动 化 的 。 

73 .一 种 修复 个 体 中 的 毛发 的 方法 ,所 述 方法 包括 将 包含 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 组 
合 物 植 入 到 所 述 个 体 的 皮肤 中 。 

74. 如 权利 要 求 73 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 组 合 物 通过 将 针 插 到 所 述 皮 肤 中 来 植 入 。 

75. 如 权利 要 求 73 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 针 是 具有 两 个 或 更 多 个 分 隔 的 材料 路 径 的 同 
轴 装 置 ,所 述 材料 路 径 为 至 少 两 种 不 同类 型 的 细胞 提供 围绕 至 少 两 种 不 同 输入 物 的 共同 轴 
的 同心 流动 ,其 中 所 述 间 充 质 细胞 从 所 述 同 轴 针 的 蕊 挤 出 ,并 且 所 述 上 皮 细 胞 从 所 述 同 旬 
针 的 套 层 挤 出 。 

76. 如 权利 要 求 73-75 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 皮 肤 是 头皮 。 

77. 如 权利 要 求 73-76 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 植 入 是 手动 的 。 

78. 如 权利 要 求 73-76 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 植 入 是 自动 化 的 。 

79 .一 种 用 于 与 生物 打印 机 系统 一 起 使 用 的 分 配 系统 ,所 述 分配 系 统 包 括 : 

第 一 分 配器 ,所 述 第 一 分 配器 包括 第 一 生物 墨水 和 第 一 出 口 ,所 述 第 一 生物 墨水 包含 
多 于 一 种 人 类 细胞 ; 

第 二 分 配器 ,所 述 第 二 分 配器 包括 第 二 生物 墨水 和 第 二 出 口 ,所 述 第 二 生物 墨水 包含 
多 于 一 种 人 类 细胞 ; 
共同 分 配 模 块 ,所 述 共同 分 配 模 块 包括 第 一 模块 、 第 二 模块 和 共同 出 口 ; 

所 述 第 一 模块 与 所 述 第 一 分 配器 流体 连通 ,所 述 第 一 模块 包括 第 一 入 口 、 第 一 主体 和 

一 分 配 尖端 ; 

所 述 第 二 模块 与 所 述 第 二 分 配器 流体 连通 ,所 述 第 二 模块 包括 第 二 入 口 、 第 二 主体 和 
第 二 分 配 尖 端 ;并 且 

所 述 共 同 出 口 包 括 所 述 第 一 分 配 尖 端 和 所 述 第 二 分 配 尖端 ,所 述 第 一 分 配 尖端 与 所 述 
第 二 分 配 尖 端 基本 上 平行 ,所 述 第 一 分 配 尖 端 用 于 沉积 所 述 第 一 生物 墨水 的 至 少 一 部 分 ， 
并 且 所 述 第 二 分 配 尖端 用 于 沉积 所 述 第 二 生物 墨水 的 至 少 一 部 分 。 

80. 如 权利 要 求 79 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 模块 和 所 述 第 二 模块 形成 对 称 配置 。 

81 .如 权利 要 求 79-80 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 系统 还 包括 接收 表面 。 

82. 如 权利 要 求 81 所 述 的 系统 ,所 述 接收 表面 包括 半 固 体 材 料 。 

83. 如 权利 要 求 82 所 述 的 系统 ,所 述 半 固 体 材 料 包括 水 凝 胶 , 所 述 水 凝 胶 衍 生 自 胶 原 、 
透明 质 酸 盐 、 透 明 质 酸 、 纤 维和 蛋白 、 潍 酸 盐 、 琼 脂 糖 、 寺 聚 糖 及 其 组 合 。 

84. 如 权利 要 求 82 所 述 的 系统 ,所 述 半 固 体 材 料 是 细胞 构建 体 。 

85. 如 权利 要 求 79-84 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 二 生物 墨水 与 所 述 第 一 生物 墨水 具 


有 不 同 的 人 类 细胞 组 成 。 
86. 如 权利 要 求 85 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 生物 墨水 包含 至 少 一 种 在 所 述 第 二 生物 墨水 
中 不 存在 的 细胞 类 型 


87. 如 权利 要 求 86 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 生物 墨水 包含 间 充 质 细 胞 。 
88. 如 权利 要 求 87 所 述 的 系统 ,所 述 间 充 质 细 胞 是 真皮 乳头 细胞 。 
89. 如 权利 要 求 79-88 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 二 生物 墨水 包含 上 皮 细 胞 。 
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90. 如 权利 要 求 89 所 述 的 系统 ,所 述 上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 。 

91 .如 权利 要 求 90 所 述 的 系统 ,所 述 皮 肤 上 皮 细 胞 是 角质 细胞 。 

92. 如 权利 要 求 79-91 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 生物 墨水 还 包含 凝 胶 。 

93. 如 权利 要 求 92 所 述 的 系统 ,所 述 凝 胶 是 水 凝 胶 。 

94. 如 权利 要 求 79-93 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 模块 和 所 述 第 二 模块 分 别 能 够 抽 
吸 所 述 第 一 生物 墨水 和 所 述 第 二 生物 墨水 。 

95. 如 权利 要 求 79-94 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 分 配器 和 所 述 第 二 分 配器 分 别 能 
够 抽 吸 所 述 第 一 生物 墨水 和 所 述 第 二 生物 墨水 。 

96. 如 权利 要 求 79-95 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 分 配器 与 所 述 第 二 分 配器 基本 上 
平行 。 

97. 如 权利 要 求 79-96 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 分 配器 附加 于 所 述 第 一 模块 ,并 
且 所 述 第 二 分 配器 附加 于 所 述 第 二 模块 。 

98. 如 权利 要 求 79-97 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 分 配器 是 与 所 述 第 一 模块 可 分 离 
的 单元 ,并且 所 述 第 二 分 配器 是 与 所 述 第 二 模块 可 分 离 的 单元 。 

99. 如 权利 要 求 79-98 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 分 配器 和 所 述 第 二 分 配器 是 基于 
挤 出 的 分 配器 。 

100. 如 权利 要 求 79-99 所 述 的 系统 ,所 述 第 一 分 配器 和 所 述 第 二 分 配器 是 气动 致 动 的 
分 配器 。 

101 .一 种 制备 细胞 构建 体 的 方法 ,所 述 方法 包括 以 下 步骤 ; 

将 共同 出 口 下 降 第 一 预定 的 距离 到 半 固 体 材料 中 ,所 述 共同 出 口 包括 第 一 分 配 尖 端 和 
第 二 分 配 尖 端 ,其 中 当 所 述 共 同 出 口 下 降 到 所 述 半 固体 材料 中 时 ,所 述 共同 出 口 置换 的 所 
述 半 固体 材料 的 区 域 相当 于 所 述 共 同 出 口 的 下 降 到 所 述 半 固体 材料 中 的 区 域 ; 

使 用 所 述 第 一 分 配 尖 端 将 预定 量 的 第 一 生物 墨水 沉积 到 所 述 半 固体 材料 中 ,所 述 第 一 
生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ,其 中 所 述 沉积 在 所 述 共 同 出 口上 升 第 一 预定 距离 时 发 
生井 且 

使 用 所 述 第 二 分 配 尖 端 将 预定 量 的 第 二 生物 墨水 沉积 到 所 述 半 固体 材料 中 ,所 述 第 二 
生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ,其 中 所 述 沉积 在 所 述 共 同 出 口上 升 第 二 预定 距离 时 发 
生 , 其 中 所 分 配 的 预定 量 的 所 述 第 一 生物 墨水 和 所 分 配 的 预定 量 的 所 述 第 二 生物 墨水 在 所 
述 半 固体 材料 内 形成 细胞 构建 体 。 

102. 如 权利 要 求 101 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步 又: 

在 将 所 述 预 定量 的 所 述 第 二 生物 墨水 沉积 到 所 述 半 固体 材料 中 之 前 ,使 用 所 述 第 一 分 
配 尖端 抽 吸 预定 量 的 所 述 第 一 生物 墨水 。 

103. 如 权利 要 求 101-102 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步 又 

在 将 所 述 预 定量 的 所 述 第 二 生物 墨水 沉积 到 所 述 半 固体 材料 中 之 后 ,使 用 所 述 第 二 分 
配 尖 端 抽 吸 预定 量 的 所 述 第 二 生物 墨水 。 

104. 如 权利 要 求 101-103 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步骤 : 

在 将 所 述 预 定量 的 所 述 第 二 生物 墨水 沉积 到 所 述 半 固体 材料 中 之 前 ,和 暂停 所 述 共同 出 
口 的 任何 动作 预定 量 的 时 间 。 

105. 如 权利 要 求 101-104 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步骤 : 
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在 将 所 述 预定 量 的 所 述 第 二 生物 墨水 沉积 


权 


口 的 任何 动作 预定 量 的 时 间 。 
106. 如 权利 要 求 101-105 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步骤 : 


在 分 配 所 述 预 定量 的 所 述 


术 第 


四 一 


升 预定 的 长 度 。 


107. 如 权利 要 求 101-106 中 任 一 : 
在 分 配 所 述 预定 量 
108. 如 权利 要 求 101-107 中 任 一 : 
在 分 配 所 述 预 定量 


并 且 


的 所 述 第 二 生 


利 


要 求 书 
上 所 述 半 国 体 材料 中 之 后 ,暂停 所 述 志 


将 所 述 志 


将 所 述 共 同 出 口 垂 直 移 出 所 述 半 固 体 材 料 。 
109 .如 权利 要 求 101-108 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步骤; 
重复 权利 要 求 101 的 步骤 ;并 且 


在 第 二 循环 的 分 配 所 述 预 定量 
尖端 抽 吸 回 到 所 述 第 二 模块 。 
硕 所 述 的 方法 ,所 述 半 回 体 材 料 是 水 凝 胶 。 
大 所 述 的 方法 ,所 述 半 固体 材料 是 藻 酸 盐 。 
大 所 述 的 方法 ,所 述 半 固 体 材料 是 细胞 构建 体 。 


る 一 分配 2 


110. 如 板 利 要求 101-100 中 任 一 
111. 如 权利 要 求 101-109 中 任 一 : 
112. 如 权利 要 求 101-109 中 任 一 : 


的 所 述 


术 第 


2 一 


113. 如 权利 要 求 101-112 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,所 述 
水 具有 不 同 的 人 类 细胞 的 组 成 。 


114. 如 权利 要 求 113 所 述 的 方法 ,所 述 第 一 生物 墨水 包含 至 少 一 种 在 所 述 第 


水 中 不 存在 的 细胞 类 型 。 


115. 如 权利 要 求 101-114 中 任 一 : 
116. 如 权利 要 求 115 所 述 的 方法 ， 
117. 如 权利 要 求 101-116 中 任 一 : 


生物 墨水 之 前 ,将 所 述 
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よ 同 出 


生物 墨水 之 前 ,将 所 述 共同 出 口 在 所 述 半 固体 材料 内 上 


项 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步 又 : 
物 黑 水 之 前 ， 
硕 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步 又: 

的 所 述 第 二 生物 墨水 之 后 ,将 所 述 共 同 出 口水 平移 动 预定 的 长 度 ; 


< 同 出 口水 平移 动 预定 的 长 度 。 


术 第 二 生物 墨水 从 所 述 


一 生物 墨水 与 所 述 第 二 生物 墨 


二 生物 黑 


硕 所 述 的 方法 ,所 述 第 一 生物 墨水 包含 间 充 质 细 胞 。 


所 述 间 充 质 细胞 是 真皮 乳头 细胞 。 
项 所 述 的 方法 ,所 述 第 二 生物 墨水 包含 上 皮 细 胞 。 


118. 如 权利 要 求 117 所 述 的 方法 ,所 述 上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 。 
119. 如 权利 要 求 118 所 述 的 方法 ,所 述 皮 肤 上 皮 细 胞 是 角质 细胞 。 
120. 如 权利 要 求 101-119 中 任 一 


端 基 本 上 平生 


121. 如 权利 要 求 101-120 中 任 一 


基于 挤 出 的 分 配器 。 


122. 如 权利 要 求 101-120 中 任 一 


气动 致 动 的 分 配器 。 


123. 如 权利 要 求 101-122 中 任 一 


0.5 至 1.0 微 升 


(uL) 。 


124. 如 权利 要 求 101-123 中 任 一 


2.0 至 3.0 微 升 


(uL) 。 


125. 如 权利 要 求 101-124 中 任 一 
直 的 具有 约 0.5 至 1.0 毫 米 的 长 度 。 


项 所 


项 所 


项 所 


项 所 


项 所 


项 所 


述 的 方法 ,所 


述 的 方法 ,所 


述 的 方法 ,所 


述 的 方法 ,所 


述 的 方法 ,所 


述 的 方法 ,所 


述 第 一 分 配 


述 第 一 分 配器 和 所 述 第 


述 第 一 分 配器 和 所 述 第 


述 第 一 生物 墨水 的 所 述 巴 


述 第 二 生物 墨水 的 所 述 预 


尖端 与 所 述 第 二 


二 分 配器 是 


二 分 配器 是 


页 定量 为 约 


> =} 


让 正明 


为 约 


述 分 配 的 第 一 生物 墨水 形成 基本 上 
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126. 如 权利 要 求 101-125 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,所 述 分 配 的 第 二 生物 墨水 形成 


权 利 要 


直 的 具有 约 2.5 至 3.0 毫 米 的 长 度 。 


预定 的 距离 为 约 1 


5 


3.5 


1.5 


微 升 


微 升 


微 升 
132. 如 权利 要 求 101 所 述 的 方法 ,权利 要 求 101 的 所 


127. 如 权利 要 求 104-105 中 任 一 项 所 述 的 方法 ， 
128. 如 权利 要 求 101-127 中 任 一 项 所 述 的 方法 
.0 至 2.0 毫 米 (mm 。 

述 的 方法 ,所 抽 吸 的 所 


129. 如 权利 要 求 102 所 
(LL) 。 
130. 如 权利 要 求 103 所 
(uL) 。 
.如 权利 要 求 109 所 
NO 


131 


述 的 方法 ,所 抽 吸 的 所 


述 的 方法 ,所 抽 吸 的 所 
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基本 上 

暂停 时 间 ON 
,其 中 ,在 所 述 第 一 上 升 步骤 ,所 上 升 的 


述 第 一 生物 墨水 的 所 


述 第 二 生物 墨水 的 所 


述 第 二 生物 墨水 的 所 


又 在 约 75 至 


述 预 


述 预 定量 为 约 1 .0 至 


述 预 定量 为 约 2.0 至 


デラ 


人 に 


量 为 约 1.0 至 


120 秒 中 执行 


133. 如 权利 要 求 107 所 述 的 方法 ， 所 述 预 定 的 水 平 长 度 为 约 0. 1 至 0.5 毫 米 (mm) 。 


134. 如 权利 要 求 101 所 述 的 方法 


,其 中 在 所 述 


于 所 述 羊 固体 材料 的 最 大 深度 。 
如 权利 要 求 101-134 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,还 包括 以 下 步骤， 


辻 当 所 述 志 


要 


136. 如 权利 要 求 135 所 述 的 方法 


< 同 出 口 沉 积 同时 所 述 才 


一 种 或 更 多 种 细胞 类 型 的 不 同 的 细胞 浓度 。 


137. 如 权利 要 求 135 中 


墨水 中 的 不 同 的 细胞 类 型 。 


墨水 中 的 不 同 的 细胞 类 型 ， 


138. 如 权利 要 求 135 中 


型 的 不 同 的 细胞 浓度 。 


139. 如 权利 要 求 79-100 中 任 一 项 所 述 的 系统 ,所 述 才 
的 直径 。 


任 一 项 所 述 的 方法 


任 一 项 所 述 的 方法 


tk 同 出 口上 升 时 沉积 


,其 中 所 述 梯 度 基于 所 述 


末 第 


第 一 上 升 步骤 ,所 述 


,其 中 所 述 梯度 基于 所 述 


术 第 


四 


预定 的 距离 约 等 


一 种 或 更 多 种 生物 墨水 来 产 


一 种 或 更 多 种 生物 墨水 中 的 


一 种 或 更 多 种 生物 


,其 中 所 述 梯度 基于 所 述 一 种 或 更 多 种 生物 


并 且 基 于 所 述 一 种 或 更 多 种 生物 墨水 中 的 一 种 或 更 多 种 细胞 类 


k 同 出 口 包 括 约 0.4 至 2.0 毫 米 (mm) 


140. 如 权利 要 求 139 所 述 的 系统 ,所 述 共 同 出 口 包 括 约 1.0 宫 米 的 直径 。 


141. 如 权利 要 求 84 所 述 的 系统 ,所 述 细 胞 构建 体 是 人 类 
142. 如 权利 要 求 79 所 述 的 方法 ,所 述 细 胞 构建 体 是 人 类 
143. 如 权利 要 求 90 所 述 的 方法 ,所 述 细 胞 构建 体 是 人 类 


织 


| 


晶 织 构建 体 。 
构建 体 。 
晶 织 构建 体 。 


CN 110167609 A 说 明 书 1/23 页 


生物 打印 的 毛囊 及 其 用 途 
[0001] 发明 背景 


发 明 领 域 
[0002] ”本 发 明 属 于 毛发 移植 组 合 物 及 方法 的 领域 .特别 地 ,本 发 明 提 供 了 包含 细胞 构建 
体 的 组 合 物 ,所 述 细胞 构建 体 包含 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 ,本 发 明 还 提供 了 制备 细胞 构建 
体 的 方法 \ 毛 发 修复 的 方法 及 试剂 盒 。 本 发 明 还 公开 了 并 行 生物 打印 系统 及 用 于 使 用 并 行 
生物 打印 系统 制备 细胞 构建 体 , 庶 如 包含 间 充 质 细 胞 和 上 皮 细 胞 的 细胞 构建 体 的 方法 。 


背景 技术 

[0003] ”现代 毛发 移植 开始 于 20 世 纪 50 年 代 , 当 时 使 用 4-mm 打 孔 器 采集 毛 囊 。 打 和 孔 器 尺寸 
逐渐 减 小 ,以 提高 移植 物 存活 并 使 移植 的 毛发 看 起 来 更 自然 .随后 ,在 20 世 纪 90 年 代 早 期 ， 
显 微 移植 一 一 使 用 大 量 的 用 多 尺 刀 采集 的 小 移植 物 一 一 成 为 毛发 移植 的 标准 .随后 , 打 和 孔 
器 采集 被 放弃 ,而 转向 供 体 条 带 切除 术 (donor strip excision) ,以 使 产量 最 大 化 并 使 对 
供 体 毛 宫 的 损伤 最 小 化 .单一 条 带 采 集 的 一 个 显著 缺点 是 造成 供 体 疤痕 。 这 种 疤痕 在 选择 
将 其 头发 留 得 非常 短 的 患者 中 或 在 愈合 疤痕 扩大 的 患者 中 造成 美容 问题 .在 具有 非常 紧 的 
头皮 、 其 中 直接 缝合 (primary closure) 困难 的 患者 中 ,单一 条 带 采 集 有 时 是 有 问题 的 。 参 
见 Rassman 等 人 ,Dermatol.Surg.28:720-727 (2002) 。 

[0004] “为 了 克服 毛 事 单一 条 带 采 集 的 缺点 ,Rassman 等 人 (2002) 开发 了 毛 襄 单位 提取 
(FUE) ,其 中 通过 非常 小 的 打 孔 器 切口 从 供 体 直接 取出 单独 的 毛 赛 单位 (FU) .FUE 存 在 许多 
明显 的 缺点 ,包括 (1) 供 体 区 域 损伤 (与 传统 条 带 采 集 相 比 ,FU 的 切除 涉及 切口 总 长 度 的 大 
幅 増 加 ) , (2) 美容 因素 (在 准备 进行 FUE 时 , 必须 将 大 面积 的 供 体 区 域 剪 短 ,以 便 找 到 适合 
提取 的 大 量 FU ,造成 "显著 的 术 后 美容 问题 ") , (3) 毛 宫 损伤 (FU 受 损 比 预 期 用 传统 采集 更 
多 ) , (4) 毛 裏方 向 舞曲 ( 当 小 的 供 体 部 位 愈合 时 ,它们 产生 了 扭曲 毛发 方向 或 相 邻 FU 的 角度 
的 疤痕 ) , (5) 感染 风险 增加 (如 果 另 外 的 FUE 程 序 间隔 一 天 或 数 天 进行 以 避免 毛 宫 方 向 的 扭 
曲 , 则 几乎 确定 存在 在 供 体 区 域 出 现 细菌 病原 体 的 更 大 的 可 能 性 ) ,以 及 (6) 操作 时 间 增 加 
(FUE 远 比 传统 采集 更 耗 时 ) 。 参 児 Unger,W.,“Commentary, Dermatol.Surg.28:727-728 
(2002) 。 

[0005] FUE 的 一 个 替代 方案 是 人 类 毛 襄 的 从 头 工程 化 .过 去 二 十 至 三 十 年 中 的 工作 已 经 
将 毛发 形成 中 涉及 的 关键 细胞 缩小 到 间 充 质 细 胞 群体 ,包括 真皮 乳头 细胞 和 置 于 上 层 的 
(overlying) 上 皮 角 质 细胞 。 随 后 的 工作 确立 了 ,真皮 乳头 细胞 是 诱导 角质 细胞 形成 毛 藉 和 
毛 干 严格 需要 的 。 最 初 的 重建 实验 是 用 哮 具 动物 细胞 进行 的 ,但 在 测试 可 比 性 的 人 类 细胞 
时 ,并 未 立即 转化 为 成 功 的 毛发 生长 .这 突出 了 在 毛发 形成 方面 的 物种 特异 性 差异 .已 经 发 
现 , 将 人 类 真皮 乳头 细胞 聚集 成 3D 球 状 体 部 分 地 恢复 了 细胞 内 完整 的 真皮 乳头 基因 表达 特 
征 , 并 且 进 而 恢复 了 其 相关 的 毛发 诱导 特性 。 认 为 球状 体 培养 的 使 用 是 必要 的 ,但 是 七 个 细 
胞 系 中 的 两 个 不 能 促进 受 体 皮肤 中 的 毛发 新 生 (neohair) ,并 且 确 实生 长 的 毛 宫 小 旦 通常 
不 能 产生 长 出 皮肤 表面 的 毛发 纤维 ,Higgins 等 人 ,PNAS 110:19679-88 (2013) 。 
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[0006] ”因此 ,在 本 领域 存在 对 克服 现 有 缺点 的 从 头 生成 毛囊 的 新 方法 的 需要 。 本 发 明 殉 
服 了 这 些 缺 点 ,并 为 移植 及 治疗 脱发 握 供 了 近乎 无 限 供应 的 FU。 本 发 明 还 提供 了 一 种 并 行 
生物 打印 系统 以 及 使 用 该 并 行 生 物 打印 系统 来 制备 细胞 构建 体 的 相应 方法 ,不 同 于 被 打印 
后 就 基本 上 固定 的 传统 的 三 维 打 印 材料 ,诸如 热塑性 塑料 ,生物 墨水 (bioink) 可以 具有 流 
体 动力 学 性 质 ,并 因此 在 生物 打印 后 具有 流动 的 趋势 ,解决 生物 墨水 的 动力 学 性 质 的 一 种 
方法 是 生物 打印 到 支撑 材料 ,诸如 半 固 体 材 料 中 。 文 撑 材 料 可 以 限制 生物 打印 的 生物 墨水 
的 流动 。 结 果 是 ,在 生物 打印 后 通常 缺乏 完整 性 来 保持 其 形状 的 薄 垂 直 结 构 可 以 变 得 可 能 。 
然而 , 当 两 种 材料 ,诸如 两 种 单独 的 生物 墨水 ,必须 区 别 地 生物 打印 ,诸如 以 连续 或 平行 形 
式 的 邻接 线段 打印 时 ,这 种 方法 存在 技术 问题 。 例 如 ,第 二 分 配器 的 运动 和 /或 所 分 配 的 第 
二 生物 墨水 可 以 直接 干扰 或 者 通过 干扰 文 撑 材 料 间 接 干 扰 由 第 一 分 配器 分 配 的 第 一 生物 
墨水 .因此 ,这 个 技术 问题 的 一 个 解决 方案 是 开发 一 种 具有 平行 分 配 系统 的 生物 打印 机 ,所 
述 平 行 分 配 系统 具有 带 有 两 个 分 配 尖端 的 共同 出 口 ,其 中 所 述 两 个 分 配 尖端 基本 上 平行 。 
[0007] ”即使 当 在 不 具有 支撑 材料 的 平坦 表面 上 进行 生物 打印 时 ,用 邻接 的 两 种 单独 的 生 
物 墨 水 产生 几何 形状 的 能 力也 可 能 被 各 自 的 生物 墨水 的 流动 行为 损害 。 如 果 第 一 分 配 的 生 
物 墨水 流 到 第 二 分 配 的 生物 墨水 的 目标 区 域 中 , 则 所 实现 的 生物 打印 结构 可 能 大 幅 偶 离 。 
这 个 技术 问题 通过 本 发 明 的 并 行 生 物 打 印 系 统 及 相应 的 方法 来 解决 ,因为 它们 能 够 从 基本 
上 平行 的 两 个 单独 的 分 配 尖端 沉积 两 种 单独 的 生物 墨水 。 这 通过 解决 前 述 与 生物 墨水 的 流 
变 特性 相关 的 复杂 性 促进 了 多 种 单独 的 生物 墨水 的 差异 沉积 和 /或 图 案 化 .具体 地 ,本 发 明 
允许 在 第 一 生物 墨水 的 沉积 后 流动 损害 所 述 图 案 之 前 ,和 /或 通过 将 支撑 材料 内 的 运动 限 
制 到 能 够 沉积 两 种 或 更 多 种 不 同 的 生物 墨水 的 一 个 单独 的 分 配器 ,来 沉积 多 种 单独 的 生物 
墨水 ,以 实现 期 望 的 图 案 。 

[0008] “ 另 一 个 重要 的 技术 挑战 是 生物 墨水 的 流体 动力 学 流体 阻力 随 流 体 路 径 长 度 而 增 
加 。 由 于 生物 墨水 的 生物 材料 组 成 成 分 的 价值 ,理想 地 应 当 使 死 体 积 最 小 化 。 死 体积 可 以 通 
过 使 流体 通道 的 直径 最 小 化 来 最 小 化 。 流 体 阻 力 随 流体 通道 的 直径 减 小 而 增加 。 生 物 墨 水 
在 性 质 上 通 第 是 非 牛顿 流体 ,意味 着 它们 的 粘度 不 是 恒定 的 ,而 是 随 施加 的 力 而 变化 。 这 种 
可 变 的 粘度 增加 了 生物 打印 过 程 的 复杂 性 ,使 生物 墨水 的 受 控 的 分 配 成 为 一 项 技术 挑战 。 
因此 ,固有 的 高 流体 阻力 加 上 生物 墨水 的 非 牛顿 流体 特性 造成 复杂 性 ,具体 地 ,材料 开始 
和 /或 停止 流出 分 配器 的 时 间 分 别 不 同 于 将 力 施加 到 分 配器 和 /或 从 分 配器 解除 的 时 间 。 这 
直接 抑制 了 分 配器 实现 其 促进 多 种 单独 的 生物 墨水 的 高 分 辨 率 、 差 异 图 案 化 的 目的 。 例 如 ， 
如 果 当 第 二 生物 墨水 开始 流出 第 二 分 配 尖 端 时 ,第 一 生物 墨水 仍 在 从 第 一 分 配 尖端 流出 ， 
则 所 实现 的 结构 将 偏离 所 期 望 的 结构 。 

[0009] 本文 描述 的 并 行 生物 打印 系统 和 方法 的 目的 是 ,通过 解决 前 述 与 生物 墨水 流 变 特 
性 相关 的 技术 挑战 ,来 促进 多 种 单独 的 生物 墨水 的 差异 化 沉积 和 /或 图 案 化 .具体 地 ,本 发 
明 允 许 在 材料 的 沉积 后 流动 损害 所 述 图 案 之 前 ,以 及 通过 将 支撑 材料 内 的 运动 限制 到 能 够 
沉积 两 种 或 更 多 种 不 同 的 生物 轰 水 的 一 个 单独 的 分 配器 ,来 同时 沉积 多 种 单独 的 生物 誉 
水 ,以 实现 期 望 的 结构 和 /或 图 案 . 为 了 解决 如 上 所 述 的 与 生物 墨水 的 流体 动力 学 相关 的 技 
术 挑 战 ,所 公开 的 并 行 生物 打印 系统 能 够 施加 相反 的 力 ,诸如 抽 吸 步 又 ,以 阻止 生物 材料 ， 
诸如 生物 墨水 流动 .此 外 ,所 公开 的 并 行 生 物 打 印 系 统 能 够 将 时 间 控 制 (temporal 
contro1) 返回 到 并 行 生物 打印 系统 ,并 允许 随后 的 生物 墨水 不 受 第 一 分 配 的 生物 墨水 不 利 
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影响 地 沉积 。 

[0010] “发明 概述 

[0011] “本 发 明 提供 了 包含 水 凝 胶 的 组 合 物 , 所 述 水 凝 胶 包 含 多 于 一 个 通道 ,所 述 通道 包 
含 细 胞 构建 体 ,所 述 细 胞 构建 体 包 含 间 充 质 细 胞 和 上 皮 细 胞 .在 一 个 实施 方案 中 ,水 凝 胶 是 
胶原 、 变 性 胶原 明胶、 透明 质 酸 或 其 盐 、 纤 维 蛋白 、 藻 酸 盐 、 琼 脂 糖 、 壳 聚 糖 或 其 组 合 。 在 某 
些 实施 方案 中 ,水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 /或 通道 还 包含 至 少 一 种 另外 的 细胞 类 型 ,在 其 他 实 
施 方案 中 ,水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 /或 通道 中 的 所 述 至 少 一 种 另外 的 细胞 类 型 是 皮肤 成 纤维 
细胞 .内皮 细胞 .前 脂肪 细胞 .免疫 细胞 . 黑 素 细胞 或 二 细胞。 在 其 他 实施 方案 中 ,水 凝 胶 、 细 
胞 构建 体 和 /或 通道 包含 至 少 一 种 毛囊 成 熟 因子 。 在 其 他 实施 方案 中 , 至 少 一 种 毛囊 成 熟 因 
子 是 成 纤维 细胞 生长 因子 (FGF) Wnt 激 动 剂 . 骨 形 态 发 生 蛋 白 (BMP) 或 其 组 合 。 在 其 他 实施 
方案 中 ,FGF 是 FGF7、FGF9、FGF10 或 其 组 合 。 在 其 他 实施 方案 中 ,Wnt 激 动 剂 是 CHIR99021、 
LiC1、SB-216763 或 CAS 853220-52-7。 在 其 他 实施 方案 中 ,BMP 是 BMP2、BMP4 或 BMP6。 在 其 他 
实施 方案 中 ,细胞 构建 体 还 包含 黑 素 细胞 ,在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 是 基本 上 直 的 。 
在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 是 弯曲 的 ,在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 表面 是 不 规则 
的 ,在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 被 分 段 在 细胞 构建 体 的 一 端 ,并 且 上 皮 细 胞 被 分 段 在 细 
胞 构建 体 的 另 一 端 。 在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 长 度 为 50nm 至 10 ,000hm, 并 且 直 径 为 
50um 至 2000hm。 在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 长 度 为 4nmm 至 10mm, 并 且 直 径 为 50um 至 750 
hm。 在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 10:1 至 1:10。 在 其 他 实施 方案 中 , 间 
充 质 细胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 1:2 至 1:1。 在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 是 真皮 乳头 细胞 。 在 
其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 还 包含 宫 。 在 其 他 实施 方案 中 , 吉 包 含 真皮 乳头 细胞 。 在 其 他 
实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 .在 其 他 实施 方案 中 ,皮肤 上 皮 细 胞 是 角质 细胞 。 在 
其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 是 人 类 细胞 。 

[0012] ”取决 于 细胞 构建 体 的 数量 ,水 凝 胶 的 体积 范围 可 以 为 从 300n1 高 达 50m1 或 更 多 。 
[0013] “本 发 明 还 提供 了 试剂 盒 ,所 述 试剂 盒 包 括 本 发 明 的 组 合 物 和 使 用 试剂 盒 的 说 明 
书 。 在 一 个 实施 方案 中 ,试剂 盒 还 包括 植 入 细胞 构建 体 的 仪器 。 

[0014] ”本 发 明 还 提供 了 制备 本 发 明 组 合 物 的 方法 ,所 述 方法 包括 将 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 
胞 沉积 到 水 凝 胶 中 。 在 一 个 实施 方案 中 ,通过 将 针 插 到 水 凝 胶 中 ,并 在 收回 针 的 同时 ,从 针 
的 尖端 诸如 分 配 尖 端 挤 出 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 ,而 将 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 混合 物 沉 
积 到 水 凝 胶 中 。 贯 穿 本 公开 内 容 , 针 的 尖端 和 "分配 尖端 ”被 可 互 换 地 使 用 。 在 其 他 实施 方案 
中 ,通过 将 一 根 或 更 多 根 针 插 到 水 凝 胶 中 ,并 在 收回 所 述 针 的 同时 ,从 针 的 尖端 挤 出 间 充 质 
细胞 和 上 皮 细 胞 ,而 将 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 沉积 到 所 述 水 凝 股 中。 在 其 他 实施 方案 中 , 间 
充 质 细胞 被 分 段 在 针 的 尖端 处 ,在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 从 针 的 尖端 沉积 ,并 且 然 后 
上 皮 细 胞 从 针 沉 积 , 以 提供 分 段 的 细胞 构建 体 ,该 分 段 的 细胞 构建 体 具 有 在 通道 的 底部 末 
端的 间 充 质 细胞 和 在 通道 的 顶部 末端 的 上 皮 细 胞 ,在 其 他 实施 方案 中 , 先 用 上 皮 细 胞 装载 
针 , 然 后 用 间 充 质 细胞 在 针 的 尖端 装载 针 , 然 后 沉积 这 些 细胞 ,在 其 他 实施 方案 中 , 针 是 具 
芯 和 至 少 一 个 套 层 的 多 轴 针 , 为 至 少 两 种 不 同类 型 的 细胞 提供 至 少 两 种 不 同 输入 物 的 同 
心 流动 ,其 中 间 充 质 细 胞 从 芯 挤 出 ,并 且 上 皮 细 胞 从 套 层 挤 出 。 在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 
细胞 从 针 的 芯 沉 积 , 并 且 然 后 上 皮 细 胞 从 针 的 套 层 沉 积 ,以 提供 分 段 的 细胞 构建 体 ,该 分 段 
的 细胞 构建 体 具 有 在 通道 的 底部 末端 的 间 充 质 细 胞 和 在 通道 的 顶部 末端 的 上 皮 细 胞 。 在 其 
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他 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 作为 还 包含 挤 出 化 合 物 的 一 种 或 更 多 种 组 合 物 的 一 
部 分 沉积 。 在 其 他 实施 方案 中 , 挤 出 化 合 物 是 藻 酸 盐 、 水 凝 胶 、 股 原 、 
Novogel@、Matrigel@ .细胞 外 基质 组 分 .或 水 溶性 ` 可 交 联 、 生 物 可 降解 的 聚合 物 。 在 其 
他 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 使 细胞 构建 体 成 熟 。 在 一 个 实施 方案 中 ,使 细胞 构建 体 成 熟 
1 至 42 天 。 在 其 他 实施 方案 中 ,使 细胞 构建 体 成 熟 7 至 21 天 。 在 其 他 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 
包括 从 水 凝 胶 中 取出 细胞 构建 体 。 在 其 他 实施 方案 中 ,沉积 通过 自动 化 装置 控制 ,所 述 自动 
化 装置 包括 至 少 一 根 针 和 与 针 流体 连通 的 一 个 或 更 多 个 储存 器 ,以 及 用 于 挤 出 所 述 至 少 一 
根 针 的 内 容 物 的 工具 ,其 中 所 述 一 个 或 更 多 个 储存 器 包括 间 充 质 细胞 、 上 皮 细 胞 或 其 混合 
物 、 以 及 将 针 相 对 于 水 凝 胶 的 表面 定位 的 致 动工 具 。 在 其 他 实施 方案 中 ,自动 化 装置 将 多 于 
一 个 构建 体 沉 积 在 水 凝 胶 中 。 在 其 他 实施 方案 中 ,自动 化 装置 包括 计算 机 处 理 器 ,所 述 计 算 
机 处 理 器 被 通信 地 连接 到 用 于 挤 出 所 述 至 少 一 根 针 的 内 容 物 的 工具 。 在 其 他 实施 方案 中 ， 
间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 是 人 类 细胞 ,在 其 他 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 不 作为 球状 体 被 沉积 。 
[0015] “本 发 明 还 提供 了 细胞 构建 体 ,所 述 细胞 构建 体 呈 包含 间 充 质 细 胞 和 上 皮 细 胞 的 柱 
的 形式 ,在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 还 包含 黑 素 细胞 ,在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 
是 基本 上 直 的 。 在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 是 弯曲 的 。 在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 
的 表面 是 不 规则 的 。 在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 被 分 段 在 细胞 构建 体 的 一 端 , 并 且 上 皮 
细胞 被 分 段 在 细胞 构建 体 的 另 一 端 ,在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 长 度 为 50nm 至 10， 
000um, 并 且 直 径 为 50pm 至 2000um。 在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 长 度 为 4mm 至 10mm, 并 
且 直 径 为 50nm 至 750pm。 在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 10:1 至 1:10, 在 
其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 1:2 至 1:1, 在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 
是 真皮 乳头 细胞 ,在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 还 包含 宫 , 在 其 他 实施 方案 中 , 赛 包含 真 
皮 乳 头 细胞 ,在 其 他 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 ,在 其 他 实施 方案 中 ,皮肤 上 皮 
细胞 是 角质 细胞 ,在 其 他 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 是 人 类 细胞 。 

[0016] ”本 发 明 还 提供 了 修复 个 体 中 的 毛发 的 方法 ,所 述 方法 包括 将 本 文 描述 的 至 少 一 种 
细胞 构建 体 植 入 到 个 体 的 皮肤 中 。 在 一 个 实施 方案 中 ,皮肤 是 头皮 。 在 其 他 实施 方案 中 , 植 
入 是 手动 的 ,在 其 他 实施 方案 中 , 植 入 是 自动 化 的 。 

[0017] ”本 发 明 还 提供 了 修复 个 体 中 的 毛发 的 方法 ,所 述 方法 包括 将 包含 间 充 质 细 胞 和 上 
皮 细 胞 的 组 合 物 植 入 到 个 体 的 皮肤 中 ,在 一 个 实施 方案 中 ,通过 将 针 插 到 皮肤 中 来 植 入 组 
合 物 。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 针 是 具有 两 个 或 更 多 个 单独 的 材料 路 径 的 同 轴 装 置 , 所 述 材料 
路 径 为 至 少 两 种 不 同类 型 的 细胞 提供 围绕 至 少 两 种 不 同 输入 物 的 共同 轴 的 同心 流动 ,其 中 
间 充 质 细 胞 从 同 轴 针 的 芯 挤 出 ,并 且 上 皮 细 胞 从 同 轴 针 的 套 层 挤 出 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ， 
皮肤 是 头皮 。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 植 入 是 手动 的 ,在 男 一 个 实施 方案 中 , 植 入 是 自动 化 的 。 
[0018] ”还 公开 了 一 种 并 行 生物 打印 系统 ,包括 :第 一 分 配器 ,所 述 第 一 分 配器 包括 第 一 生 
物 墨水 和 第 一 出 口 ,第 一 生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ;第 二 分 配器 ,所 述 第 二 分 配器 包 
括 第 二 生物 墨水 和 第 二 出 口 ,第 二 生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ;共同 分 配 模块 ,所 述 共 
同 分 配 模 块 包括 第 一 模块 、 第 二 模块 和 共同 出 口 ;第 一 模块 与 第 一 分 配器 流体 连通 ,第 一 模 
块 包括 第 一 入 口 .第 一 主体 和 第 一 分 配 尖 端 ;第 二 模块 与 第 二 分 配器 流体 连通 ,第 二 模块 包 
括 第 二 入 口 .第 二 主体 和 第 二 分 配 尖 端 ;并 且 共 同 出 口 包 括 第 一 分 配 尖 端 和 第 二 分 配 尖 端 ， 
第 一 分 配 尖 端 与 第 二 分 配 尖 端 基 本 上 平行 ,第 一 分 配 尖 端 用 于 沉积 第 一 生物 墨水 的 至 少 一 
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部 分 ,并 且 第 二 分 配 尖端 用 于 沉积 第 二 生物 墨水 的 至 少 一 部 分 。 


[0019] 


AAA 


攻 


预定 的 


还 公开 了 一 种 制备 细胞 构建 体 的 方法 ,所 述 方法 包括 以 下 步骤 :将 共同 出 口 下 降 
E 离 到 半 固 体 材 料 中 ,共同 出 口 包括 第 一 分 配 尖端 和 第 二 分 配 尖端 ,第 一 分 配 


尖端 与 第 二 分 配 尖端 基本 上 平行 ,其 中 当 共 同 出 口 下 降 到 半 固 体 材料 中 时 ,共同 出 口 置 换 
的 半 回 体 材 料 的 区 域 相 当 于 共同 出 口 下 降 到 半 回 体 材 料 中 的 区 域 : 使 用 第 一 分 配 尖 端 将 预 


二 | 


た 里 


述 沉积 在 共同 出 口上 升 第 


的 第 一 生物 墨水 沉积 到 半 固 体 材 料 中 ,第 一 生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ,其 中 所 
预定 距离 时 发 生 ; 和 使 用 第 二 分 配 尖端 将 预 


デラ 


人 に 


量 的 第 二 生物 墨 


水 沉积 到 半 固 体 材 料 中 ,第 二 生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ,其 中 所 述 沉 积 在 共同 出 口 


全 


だ 


上 升 第 二 预 


的 焉 离 时 发 生 , 其 中 分 配 的 预 员 


- 旦 . 


| 


自 里 . 


物 墨 水 在 半 固 体 材料 内 形成 细胞 构建 体 。 


[0020] 
[0021] 


附 图 简 述 
図 1A- 図 1B 描 


养 物 中 基因 的 表达 与 毛 宫 细胞 器 中 表达 的 基因 的 表达 的 两 个 柱状 多 
,以 及 在 天 然 毛 宫 中 发 现 的 基因 表达 的 诱导 。 
绘 了 培养 的 细胞 的 显 微 照片 , 示 出 了 与 如 由 Higgins 等 人 PNAS 110: 


2D HHDP 塔 养 物 相 关 的 基因 的 抑 带 
[0022] ”图 2A- 图 2F 描 


一 


19679-88 (2013) 报道 的 培养 5 天 (图 
2D) 。 细 胞 器 由 80:20HHDP:HEK 制 备 。 
[0023] 图 
绘 了 有 具有 周围 真皮 文 撑 物 (图 
生物 打印 的 真皮 乳头 聚集 体 。. 氏 
3F- 图 3H 描 绘 了 打 
式 是 细胞 器 在 一 周 
[0024] 图 


撑 凝 胶 (401) 是 惰 


内 聚集 。 


绘 了 毛 圳 细胞 器 (organoid) 的 表征 .图 
照片 , 示 出 了 24 小 时 后 的 分 层 的 结构 ,图 


的 第 一 生物 墨水 和 分 配 的 预定 量 的 第 二 生 


人 里 


1A 描 绘 了 毛 夺 细胞 器 的 显 微 


1B 是 比较 了 人 类 毛发 真皮 乳头 (HHDP) 细胞 的 2D 培 


2E) 和 6 周 ( 医 


3A 描 绘 了 来 自 将 HHDP 细 胞 植 入 到 全 厚度 生物 打印 的 皮肤 的 结果 。 医 
3B)、 有 具有 角质 细胞 歼 盖 物 (图 
3E 是 打印 到 生物 打印 的 皮肤 中 的 真皮 乳头 的 显 微 照片 。 图 


印 的 细胞 器 的 染色 。 不 存在 显著 的 细胞 器 体内 样 重 塑 ,并且 


4 是 描绘 了 制备 包含 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 组 织 构建 体 的 方法 的 示意 图 
性 、 非 细胞 粘 附 性 水 凝 胶 ( 例 如 Novagel@ 、 洗 酸 盐 或 透明 质 酸 ) 。 细 胞 包 


, 毛 上 细胞 器 显示 出 与 


2F) 的 HHDP 细 胞 相 比 ,在 14 天 的 圳 ( 医 


2A- 图 


3B- 関 3E 捕 
30 以 及 在 培养 7 天 后 (图 3D) 的 


说 
总 


见 的 失败 模 


。 支 


含 100% 的 上 皮 细 胞 和 间 充 质 细 胞 (70:30 的 比 ) ,并 由 多 于 一 根 针 (402) (例如 500um, 斜面 为 
30”、30mm) 插 到 凝 胶 中 以 提供 通道 (403) 。 将 单元 培养 7-21 天 或 更 多 天 。 


[0025] 


图 5A- 图 


5B 描 


的 4mm 长 的 细胞 构建 体 (由 混合 细胞 第 
最 有 效 的 。 
绘 了 各 种 类 型 的 水 凝 胶 组 合 物 (区 


得 细胞 通道 是 重要 的 .500hm 的 针 是 


绘 了 用 260hm (图 


5A) 対比 5 
| 各 ) 的 照片 


[0026] ”图 6A- 图 6C 是 描 
明胶 (8%) ;图 
凝聚 


15um (图 5B) 外 径 尺寸 的 针 沉积 到 水 凝 胶 中 
。 这 些 结果 表明 , 针 的 尺寸 对 在 水 凝 股 中 获 


6A, 大 鼠 尾 胶原 (6mg/ml) ;图 


6B, 


6C, 层 粘 连 蛋 白 / 纤 连 蛋白 (15ug/m1 土 12.5) ) 对 通道 内 的 细胞 构建 体 成 熟 及 
的 作用 的 照片 。 这 些 结果 表明 水 凝 胶 的 选择 对 细胞 构建 体 的 成 熟 和 


凝聚 性 有 明确 的 作 


用 ,并 且 细 胞 外 基质 EECW 的 添加 并 未 显著 改善 沉积 。 


[0027] ”图 7A- 图 7F 描 
沉积 到 8% 明胶 中 时 (图 
中 时 (图 7E ,培养 7 天 ;图 


这 些 构建 体 缺 乏 如 在 天 然 毛 宫 中 看 见 的 


缺乏 组 织 性 。 


7D ,培养 2 


昆 合 的 乳头 细胞 和 角质 细胞 舍 


绘 了 当 沉 积 到 大 鼠 尾 胶原 中 时 (图 7A, 培 养 7 天 ;图 78B ,培养 21 天 ) 、 当 
7C, 培 养 7 天 ;图 
7F ,培养 21 天 ) ,由 


XE 


== 


1 天 ) 、 以 及 当 沉 积 到 层 粘 连 重 白 / 纤 连 和 蛋白 
| 备 的 组 织 构建 体 。 


2 
组 


13 


织 性 。 


这 些 结果 还 证 明了 包含 ECM 的 细胞 构建 体 


C 


110167609 A 


[0028] 


图 


8A- 医 


混合 


图 


8D) .在 医 


显露 了 宫 的 特征 性 赛 形成 。 


[0029] 


区 


说 


明 书 


物 生物 打印 成 期 望 的 毛 宫 单位 几何 形状 ,并 且 然 后 培养 持续 14 天 (图 
8D 中 ,将 大 鼠 尾 胶原 添加 至 细胞 浆 料 ,但 不 添加 至 支撑 水 凝 胶 。 这 些 组 织 构建 体 


9A- 图 


9F 描 绘 了 当 培 养 14 天 ( 医 


9A- 图 


90) 及 21 天 (图 


9D- 医 


的 宫 的 显 微 照片 ,BrdU 


[0030] ”图 10A- 图 
与 球状 体 相 比 时 更 强 的 诱导 的 柱状 攻 
[0031] ”图 11A- 图 


盐 凝 胶 的 使 用 引起 非常 平滑 的 沉积 。 


他 水 凝 胶 频 率 少 得 多 。 


+ 染色 示 出 了 真皮 乳头 细胞 在 宫 中 的 存在 。 
10F 是 示 出 了 宫 中 的 基因 表达 在 2 天 、.5 天 和 21 天 内 1 


(图 


10A- 图 


11C 是 沉积 的 细胞 浆 料 在 藻 酸 


Et 
県 


[0032] 


图 


12A- 医 


快速 并 有 效 地 形成 。 


[0033] 


图 


13A- 医 


了 圭 的 分 区 


13B 是 在 第 1 天 (图 
随时 间 推 移 变 得 更 有 组 


织 。 


[0034] 


区 


14A- 民 


构 的 形成 。 


[0035] 


图 


15A- 医 


13A) 和 第 7 天 (图 


よ ト 


TL 


10C) 和 显 微 照 卢 ( 银 
凝 胶 中 的 照片 。 与 其 他 水 凝 胶 相 比 , 漆 酸 
然 一 些 通道 具有 细胞 的 帽 ,但 是 这 样 的 通道 对 于 其 


9F) 時 具有 BrdU+ 染 色 
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8D 是 仅 浆 料 (paste) 打印 物 的 显 微 照片 ,其 中 将 真皮 细胞 的 100% 的 细胞 
8A) 及 21 天 (图 


8B- 


天 速 改 变 , 并 且 表 明 当 


10D- 图 


10F) 。 


14D 是 沉积 组 织 构建 体 后 14 天 的 显 微 照片 , 示 出 了 组 织 构建 体 中 夺 样 结 


微 照 片 . 染 色 模 式 示 出 了 细胞 持续 存在 并 均匀 分 布 在 组 织 构建 体 中 。 


[0036] 图 
[0037] ”图 17 描 
段 的 构建 体 。 
[0038] 图 


16 是 示 出 了 在 第 15 天 ,组 织 构建 体 显示 出 毛 吉 相关 基因 的 上 调 的 柱状 图 。 


顶部 的 角质 细胞 ,获得 了 均一 的 细胞 混合 物 的 良好 的 垂直 度 和 簇 集 。 


12B 是 组 织 构建 体 在 藻 酸 盐 中 沉积 7 天 后 的 显 微 照 片 。 襄 在 藻 酸 盐 凝 胶 中 


13B) 的 组 织 构建 体 的 显 微 照片 , 示 出 


15D 是 在 沉积 后 14 天 用 BrdU (红色 ) 和 CK6 (绿色 ) 染色 的 组 织 构建 体 的 显 


绘 了 具有 在 通道 的 底部 的 真皮 乳头 细胞 和 在 通道 的 顶部 的 角质 细胞 的 分 


18 是 沉积 在 兴 酸 盐 中 的 通道 的 照片 ,所 述 通道 具有 在 底部 的 真皮 乳头 细胞 和 在 


[0039] ”图 19A- 图 19B 描 绘 了 为 两 种 不 同类 型 的 细胞 提供 两 种 不 同 输入 的 同心 物流 动 的 同 
轴 针 ,例如 ,其 中 间 充 质 细胞 从 艺 挤 出 ,并且 上 皮 细 胞 从 套 层 挤 出 。 图 19B 描 绘 了 放大 的 针 来 


端的 部 分 , 示 出 了 30 和 斜面。 


[0040] 


图 


20E 描 绘 


20A- 图 


了 同 


图 20B 描 


了 当 将 针 收 回 时 注射 上 皮 细 胞 。 图 


[0041] 


图 


绘 了 将 针 注 射 到 水 凝 胶 中 。 图 


针 递 送 技术 。 图 
中 用 间 充 质 细胞 (真皮 乳头 细胞 ) 填 装 ,并 在 套 层 中 用 上 皮 细 胞 (角质 细胞 ) 填 装 的 同和 


20A 描 


20C 描 


填 闭 并 放置 在 包含 上 皮 细 胞 的 容器 上 方 (图 


到 针 中 (图 


间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 (图 


21B) ,然后 将 针 操 


的 顶部 的 上 皮 细 胞 的 通道 。 


[0042] 


图 


到 水 凝 胶 中 (图 


绘 了 将 间 充 质 细胞 注射 到 水 凝 胶 中 。 图 
20E 描 绘 了 收回 在 水 凝 胶 上 方 的 的 针 , 所 述 水 凝 胶 包含 具 
有 分 段 在 通道 的 底部 的 间 充 质 细 胞 和 分 段 在 通道 的 顶部 的 上 皮 细 胞 的 通道 。 


绘 了 放置 在 水 凝 胶 的 顶部 的 、 在 芯 


| 针 。 


タク 


20D 描 绘 


21A- 图 21D 描 绘 了 提供 分 段 的 通道 的 可 选择 的 方法 ,其 中 先 将 针 用 间 充 质 细胞 
21A) ,将 针 插 到 上 皮 细 胞 中 并 将 上 皮 细 胞 抽 吸 


210) ,并 且 然 后 将 针 从 水 凝 胶 中 收回 ,同时 注射 


22 ( 左 图 ) 描 


绘 了 示 出 了 根据 沉积 程序 ( 右 图 


沉积 两 种 不 同 的 珠 溶液 的 结果 的 显 微 照片 。 
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) 使用 包含 4 條 胡 的 生物 打 印 机 同 # 


21D) 以 提供 具有 分 段 在 通道 的 底部 的 间 充 质 细胞 和 分 段 在 通道 
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[0043] ”图 23A- 图 23B 描 绘 了 示 出 了 同 轴 沉 积 的 结果 的 显 微 照片 。 

[0044] ”图 24A- 图 24C 描 绘 了 本 文公 开 的 并 行 生 物 打印 系统 的 示例 性 实施 方案 ,用 图 24A 和 
图 24C 描 绘 了 侧 视 图 ,并 且 图 24B 描 绘 了 底 视图 。 
[0045] ”图 25A- 图 25B 描 绘 了 使 用 图 24A- 图 24C 中 描述 的 并 行 生 物 打 印 系 统 的 示例 性 实施 
方案 的 本 文公 开 的 并 行 生物 打印 方法 的 示例 性 实施 方案 。 

[0046] ”图 26A- 图 26C 描 绘 了 使 用 并 行 生物 打印 系统 和 具有 不 同 的 暂停 时 间 及 抽 吸 步骤 的 
并 行 生物 打印 方法 产生 的 细胞 构建 体 。 
[0047] ”图 27A- 图 27D 描 绘 了 使 用 并 行 生 物 打 印 系统 和 具有 抽 吸 步骤 及 不 具有 抽 吸 步骤 的 
并 行 生 物 打 印 方法 产生 的 细胞 构建 体 。 
[0048] ”图 28A- 图 28D 描 绘 了 使 用 并 行 生 物 打 印 系统 和 具有 上 升 步骤 及 不 具有 上 升 步骤 的 
并 行 生 物 打 印 方法 产生 的 细胞 构建 体 。 
[0049] ”图 29A- 图 29B 摘 绘 了 使 用 并 行 生 物 打 印 系 统 和 具有 移动 步骤 及 不 具有 移动 步骤 的 
并 行 生 物 打 印 方法 产生 的 细胞 构建 体 。 

[0050] ”发 明 详 述 

[0051] ”定义 

[0052] ”除非 另 有 定义 ,否则 本 文 使 用 的 所 有 技术 术语 具有 与 本 发 明 所 属 领 域 的 普通 技术 
人 员 通 常理 解 的 含义 相同 的 含义 。 除 非 上 下 文 另 外 明确 规定 ,否则 如 本 说 明 书 和 所 附 权利 
要求 中 使用 的 単数 形式 “一 (a)”、“ 一 (an)” 和 “所 述 (the) ”包括 复 数 指 代 对 象 . 除 非 另外 说 
明 ,否则 本 文 对 “或 ”的 任何 引用 意图 涵盖 “和 /或 ”。 

[0053] “如 本 文 使 用 的 ,组织 "是 指 细胞 的 聚集 体 。 在 一 些 实施 方案 中 ,组 织 中 的 细胞 是 黏 
附 性 的 (cohered) 或 融合 的 。 

[0054] “如 本 文 使 用 的 , “生物 打印 (bioprinting)”、“ 生 物 打印 (bio-printing)”“ 生 物 打 
印 的 (bioprinted) “或 "生物 打印 的 (bio-printed) ”是 指 通过 与 自动 化 或 半自动 化 .计算 机 
辅助 的 三 维 原型 装置 (例如 生物 打印 机 ) 相 容 的 方法 ,利用 细胞 (例如 细胞 溶液 .包含 细胞 的 
凝 胶 、 细 胞 悬浮 液 、 细 胞 浓缩 物 、 多 细胞 聚集 体 、 多 细胞 体 等 ) 的 三 维 精确 沉积 ,合适 的 生物 
打印 机 包括 来 自 Oorganovo, Inc . (San Diego,CA) 的 NovogenBlioprinter@ 以 及 美国 专利 第 
9,149,952 号 和 美国 公开 申请 第 2015/0093932 号 、 第 2015/0004273 号 、 及 第 2015/0037445 号 
中 描述 的 那些 。 

[0055] ”如 本 文 使 用 的 , 间 充 质 细 胞 是 能 够 分 化 成 乳头 细胞 的 多 能 基质 细胞 以 及 乳头 细胞 
本 身 。 间 充 质 细胞 存在 于 细胞 外 基质 中 。 间 充 质 细胞 和 乳头 细胞 可 以 从 PromoCel1l GmbH 和 
ScienCellResearch Laboratories 商 购 获 得 。 间 充 质 细胞 可 以 在 商 购 可 得 的 ,诸如 从 
Sigma-Aldrich Co. ,LLC. 可 得 的 生长 培养 基 中 培养 。 

[0056] ”如 本 文 使 用 的 ,上 皮 细 胞 是 来 自 上 皮 的 细胞 ,上皮 细 胞 的 一 个 实例 是 形成 约 90% 
的 皮肤 最 外 层 的 角质 细胞 ,上皮 细 胞 和 和 角质 细胞 可 以 从 PromoCell GmbH 和 Lonza 商 业 地 获 
得 .上 皮 细 胞 可 以 在 商业 上 可 得 的 ,诸如 从 Sigma-Aldrich Co.,LLC. 可 得 的 生长 培养 基 中 
培养 。 

[0057] “如 本 文 使 用 的 , 黑 素 细胞 是 在 表皮 的 底层 中 和 毛囊 中 可 见 的 黑色 素 产 生 细胞 。. 黑 
素 细胞 可 以 从 未 成 年 人 包皮 的 表皮 或 来 自 不 同位 置 的 成 年 人 皮肤 的 表皮 中 分 离 。 在 一 个 实 
施 方案 中 ,选择 产生 特定 强度 /颜色 的 黑色 素 的 黑 素 细胞 ,以 匹配 毛发 修复 的 接受 者 的 自然 


【 
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颜色 .在 一 个 实施 方案 中 , 黑 素 细胞 是 轻微 色素 化 的 (Lightly pigmented) 。 在 另 一 个 实施 
方案 中 , 黑 素 细胞 是 深度 色素 化 的 (darkly pigmented) 。 黑 素 细胞 可 以 从 PromoCe11 GmbH、 
美国 典型 培养 物 保藏 中 心 ATCC 和 Genlantis 商 购 获得 。 黑 素 细胞 可 以 在 商 购 可 得 的 ,诸如 从 
ATCC、PromoCel1 GmbH、Lonza、Genlantis 和 Provitro 可 得 的 生长 培养 基 中 培养 。 

[0058] ”如 本 文 使 用 的 , “个 体 ” 是 任何 哺乳 动物 物种 的 生物 ,包括 但 不 限于 人 类 、 灵 长 动 
物 、 猿 、 猴 、 狗 、 猫 、 小 鼠 、 大 鼠 、 兔 、 猪 、 马 及 其 他 。 受 试 者 可 以 是 活 的 或 死 的 任何 哺乳 动物 物 
种 。 

[0059] ”如 本 文 使 用 的 , “ 毛 训 成 熟 因子 ”是 促进 间 充 质 细胞 和 表皮 细胞 的 成 熟 以 产生 能 够 
生长 毛发 的 宫 的 任何 因子 。 毛 宫 成 熟 因 子 的 实例 包括 成 纤维 细胞 生长 因子 (FGF) 和 Wnt 激 动 
剂 . BMP、BMP 抑 制剂 .TNF 激动 剂 .特定 的 FGF 包 括 FGF5、FGF7、FGF9 和 FGF10。 特 定 的 BMP 包括 
BMP2、BMP4 和 BMP6 。Wnt 激 动 剂 是 在 经 典 Wnt 信 号 途径 的 情况 中 抑制 GSK3 ( 例 如 GSK3-B) 的 分 
子 。Wnt 激 动 剂 的 非 限 制 性 实例 包括 CHIR99021、LiCl、SB-216763 和 CAS 853220-52-7。 其 他 
Wnt 激 动 剂 从 来 源 诸 如 Santa CruzBiotechnology 和 R&D Systems 商 购 可 得 。 
[0060] ”如 本 文 使 用 的 ,“ 约 (about) ”或 “ 约 (approximately) ”是 指 所 述 的 值 的 士 10% 。 例 
如 , 约 (about) 10 包 括 9-11。 可 蔡 代 地 , 约 (approximately) 10 包 括 9-11。 

[0061] “在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 是 分 段 的 。 分 段 的 " 意 指 构建 体 包含 具有 不 同 浓 
度 的 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 一 个 或 更 多 个 区 域 . 在 一 个 实施 方案 中 ,分 段 的 构建 体 包含 
一 个 仅 包 含 间 充 质 细胞 的 区 域 和 男 一 个 仅 具 有 上 皮 细 胞 的 区 域 .在 这 个 实施 方案 中 ,应 当 
理解 ,其 他 可 选择 的 细胞 类 型 可 以 在 该 区 域 中 存在 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,分 段 的 构建 体 包 
含 其 中 大 多 数 细胞 是 间 充 质 细 胞 的 一 个 区 域 和 其 中 大 多 数 细 胞 是 上 皮 细 胞 的 另 一 个 区 域 。 
再 次 地 ,在 这 个 实施 方案 中 ,应当 理 解 ,其 他 可 选择 的 细胞 类 型 可 以 在 该 区 域 中 存在 。 
[0062] ”水 凝 胶 包 括 衍 生 自 胶原 、 透 明 质 酸 盐 、 透 明 质 酸 、 纤 维和 蛋白 、 藻 酸 盐 、 琼 脂 糖 、 壳 聚 
糖 及 其 组 合 的 水 凝 胶 。 在 其 他 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 是 合成 聚合 物 。 在 另外 的 实施 方案 
中 ,合适 的 水 凝 胶 包 括 衍 生 自 聚 (丙烯酸 ) 及 其 衍生 物 、 聚 ( 环 氧 乙 烷 ) 及 其 共聚 物 、 聚 (乙烯 
醇 )、 聚 磷 且 及 其 组 合 的 水 凝 胶 。 在 各 种 具体 实施 方案 中 ,限制 材料 (confinement 
material) 选 自 :水 凝 胶 、NovoGelnt 琼脂 糖 、 洛 酸 盐 ` 明 胶 、.Matrigel@ ,透明 质 酸 、 泊 洛 沙 
姆 、. 肽 水 凝 胶 、 聚 ( 异 丙 基 正 聚 丙烯 酰胺 ) 、 聚 乙 二 醇 二 丙烯 酸 酯 (PEG-DA) 、 甲 基 丙 烯 酸 羟 乙 
酯 、 聚 二 甲 基 硅 氧 烧 、 聚 丙烯 酰胺 、 聚 (乳酸 ) 、 硅 、 丝 或 其 组 合 。 在 一 些 实施 方案 中 ,水 凝 胶 是 
交 联 的 。 交 联 的 水 凝 胶 提供 了 允许 针 诸 如 分 配 尖端 重复 插 到 同一 通道 中 而 不 破坏 该 通道 的 
刚性 .可 交 联 的 水 凝 胶 形 成 材料 包括 离子 交 联 的 多 糖 诸如 藻 酸 及 其 盐 、 肽 . 聚 磷 且 和 聚 丙烯 
酸 酯 ,以 及 分 别 通过 温度 或 pH 交 联 的 骨 段 聚合 物 诸如 聚 环 氧 乙 烷 - 聚 两 二 醇 供 段 共聚 物 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,水 凝 胶 是 生物 可 降解 的 。 

[0063] ”在 另 一 个 实施 方案 中 ,水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 /或 通道 还 包含 生长 因子 或 激素 。 在 
一 个 实施 方案 中 ,水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 /或 通道 包含 黑 素 细胞 刺激 激素 WMSH) ,诸如 a-MSH、 
B-MSH 或 Y -MSH。 

[0064] “水 凝 胶 组 合 物 

[0065] “提供 了 包含 水 凝 胶 的 组 合 物 ,所 述 水 凝 胶 包 含 含 有 细胞 构建 体 的 多 于 一 个 通道 ， 
所 述 细 胞 构建 体 包 含 间 充 质 细 胞 和 上 皮 细 胞 。 在 一 些 实施 方 案 中 ,水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 / 
或 通道 还 包含 至 少 一 种 另外 的 细胞 类 型 ,诸如 皮肤 成 纤维 细胞 .内皮 细胞 、 前 脂肪 细胞 、. 免 
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疫 细胞 、 黑 素 细 胞 或 干细胞 .可 用 的 干细胞 的 实例 包括 天 然 为 毛囊 的 一 部 分 的 任何 干细胞 ， 
包括 通过 其 独特 的 基因 /蛋白质 表达 或 启动 子 活性 诸如 Lgr5、CD34、LRC、Lgr6、Lrig1l/ 
MTS24、Blimnpl1 和 K15 鉴定 的 和 干细胞。 参见 Jaks 等 人 ,Exp.Cell Res.316:1422-1428 (2010) 。 
在 一 个 实施 方案 中 ,水 凝 胶 、 细 胞 构建 体 和 /或 通道 包含 至 少 一 种 毛 宫 成 熟 因子 。 所 述 至 少 
一 种 毛 赛 成 熟 因 子 包括 但 不 限于 成 纤维 细胞 生长 因子 (FGF) .Wnt 激 动 剂 .BMP 或 其 组 合 。.FGF 
包括 但 不 限于 FGF7、FGF9、FGF10 或 其 组 合 ,Wnt 激 动 剂 包括 但 不 限于 CHIR99021 、LiC1 、SB- 
216763 和 CAS 853220-52-7。BMP 包 括 但 不 限于 BMP2、BMP4 和 BMP6。 

[0066] ”在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 还 包含 黑 素 细胞 。 

[0067] ”细胞 构建 体 是 细 长 的 ,并 且 可 以 是 基本 上 直 的 或 弯曲 的 ,在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 
构建 体 的 表面 是 不 规则 的 。 

[0068] 在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 分 段 在 细胞 构建 体 的 一 端 ,并 且 上 皮 细 胞 分 段 在 
细胞 构建 体 的 另 一 端 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 长 度 为 50um 至 10,000hm, 并且 直 
径 为 50hm 至 2000hm。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 长 度 为 4mm 至 10mm, 并 且 直 径 为 50h 
mm 全 750um。 

[0069] ”在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 10:1 至 1:10。 在 另 一 个 实施 方 
案 中 , 间 充 质 细胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 1:2 至 1:1。 

[0070] ”在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 是 真皮 乳头 细胞 。 

[0071] “在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 包含 产生 毛发 的 囊 。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 圳 包含 
真皮 乳头 细胞 。 
[0072] ”在 一 个 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 ,在 男 一 个 实施 方案 中 ,皮肤 上 皮 细 
胞 是 角质 细胞 。 
[0073] ”在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 和 上 皮 细 胞 是 人 类 细胞 。 

[0074] 在 一 个 实施 方案 中 ,水 凝 胶 包含 胶原 、 透 明 质 酸 或 其 盐 、 纤 维和 蛋白 、 汇 酸 盐 、 琼 脂 
糖 、 壳 聚 糖 或 其 组 合 , 在 男 一 个 实施 方案 中 ,水 凝 肌 包含 藻 酸 盐 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,水 凝 
胶 是 交 联 的 .已 经 发 现 , 与 其 他 水 凝 胶 相 比 ,泛酸 盐水 凝 胶 的 使 用 提供 了 非常 平滑 的 沉积 。 
虽然 藻 酸 盐 中 的 一 些 通 道具 有 细胞 的 帽 ,但 帽 比 其 他 水 凝 胶 的 频率 少 得 多 。 

[0075] ”试剂 盒 

[0076] “还 提供 了 试剂 盒 ,所 述 试剂 盒 包 括 具 有 细胞 构建 体 的 水 凝 胶 组 合 物 以 及 试剂 盒 的 
维护 和 使 用 的 说 明 书 。 例 如 ,说 明 书 可 以 指示 使 用 者 将 水 凝 胶 组 合 物 保持 冷藏 ,例如 在 45C 
至 407 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,说明书 可 以 指示 使 用 者 从 水 凝 胶 组 合 物 中 取出 细胞 构建 体 ， 
并 将 它们 植 入 到 个 体 的 皮肤 下 。 在 一 个 实施 方案 中 ,皮肤 是 个 体 的 头皮 。 
[0077] ”在 一 个 实施 方案 中 ,试剂 盒 还 可 以 包括 取出 及 植 入 细胞 构建 体 的 仪器 .可 以 提供 
可 用 于 植 入 毛 宫 的 任何 仪器 。 在 一 个 实施 方案 中 ,仪器 是 锋 子 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,仪器 
是 插 到 水 凝 胶 中 并 滑 过 (slide over) 细胞 构建 体 的 管 。 管 可 以 由 任何 生物 相 容 性 的 刚性 物 
质 包 括 玻璃 、 不 锈 钢 和 塑料 制 成 。 可 以 对 管 施加 轻微 的 真空 ,以 促进 将 细胞 构建 体 插 到 管 
中 。 然 后 将 管 收 回 并 重 定 位 到 受 体 区 域 并 插 到 皮肤 下 。 在 一 个 实施 方案 中 , 管 在 未 端 是 斜面 
的 ,以 促进 插 到 水 凝 胶 中 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,斜面 为 10 至 45 度 。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 斜 
面 为 约 30 度 ,在 另 一 个 实施 方案 中 , 管 的 斜面 末端 是 尖锐 的 ,以 便 允 许 将 包含 构建 体 的 管 插 
到 皮肤 中 ,在 另 一 个 实施 方案 中 ,通过 向 管 施加 正 压 来 促进 细胞 构建 体 的 排出 ,在 男 一 个 实 
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施 方案 中 ,细胞 构建 体 在 植 入 前 被 冲洗 。 

[0078] ”在 一 个 实施 方案 中 ,试剂 盒 可 以 包括 机 器 人 装置 ,所 述 机 器 人 装置 从 水 凝 胶 中 取 
出 细胞 构建 体 并 将 它们 植 入 到 个 体 的 皮肤 中 。 机 器 人 装置 可 以 包括 计算 机 辅助 装置 ,所 述 
计算 机 辅助 装置 根据 计算 机 脚本 定位 管 \ 从 水 凝 胶 中 取出 细胞 构建 体 . 并 将 细胞 构建 体 插 
到 皮肤 中 ,在 另外 的 实施 方案 中 ,计算 机 脚本 是 例如 一 个 或 更 多 个 计算 机 程序 计算 机 应 用 
或 计算 机 模块 .试剂 盒 可 以 包括 用 于 取出 及 递送 细胞 构建 体 的 一 个 或 更 多 个 管 。 

[0079] “在 另 一 个 实施 方案 中 ,试剂 盒 还 可 以 包括 可 以 在 植 入 之 前 与 细胞 构建 体 组 合 的 脂 
肪 组 织 来 源 的 基质 细胞 和 /或 干细胞 .用 于 分 离 及 植 入 脂肪 来 源 的 基质 细胞 和 和 干细胞 的 方 
法 在 美国 公开 申请 第 2007/0258956 号 中 描述 。 试 剂 盒 还 可 以 包括 将 脂肪 来 源 的 基质 细胞 
和 /或 干细胞 与 细胞 构建 体 一 起 作为 统一 的 或 单独 的 组 合 物 植 入 的 说 明 书 。 

[0080] ”在 另 一 个 实施 方案 中 ,试剂 盒 还 可 以 包括 至 少 一 种 毛 宫 成 熟 因子 。 所 述 至 少 一 种 
毛 宫 成熟 因子 包括 但 不 限于 成 纤维 细胞 生长 因子 (FGF) Wnt 激 动 剂 或 其 组 合 .-FGF 包 括 但 不 
限于 FGF7、FGF9、FGF10 或 其 组 合 。,Wnt 激 动 剂 包 括 但 不 限于 CHIR99021、LiCl、SB-216763 和 
CAS 853220-52-7。 试 剂 盒 还 可 以 包括 将 所 述 至 少 一 种 毛 宫 成 熟 因子 连同 细胞 构建 体 作为 
统一 或 单独 的 组 合 物 植 入 的 说 明 书 。 

[0081] ”制备 水 凝 胶 组 合 物 的 方法 
[0082] ”还 提供 了 制备 组 合 物 的 方法 ,所 述 方 法 包括 将 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 沉积 到 水 凝 
胶 中 ,在 一 个 实施 方案 中 ,通过 将 一 根 或 更 多 根 针 插 到 水 凝 股 中 ,并 在 收回 针 的 同时 ,从 针 
的 尖端 诸如 分 配 尖 端 挤 出 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 ,而 将 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 混合 物 沉 
积 到 水 凝 胶 中 。 当 使 用 多 于 一 根 针 时 ,将 针 顺 序 插入 ,例如 将 包含 间 充 质 细 胞 的 第 一 根 针 搬 
到 水 凝 胶 中 并 沉积 间 充 质 细 胞 ,以 及 然后 将 第 二 根 针 插 到 由 第 一 根 针 产生 的 通道 中 并 沉积 
上 皮 细 胞 。 在 一 个 实施 方案 中 ,将 细胞 作为 包含 一 种 或 更 多 种 挤 出 化 合 物 的 组 合 物 的 一 部 
分 来 沉积 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,在 没有 挤 出 化 合 物 的 情况 下 使 细胞 沉积 。 在 另 一 个 实施 方 
案 中 ,通过 将 针 插 到 水 凝 胶 中 ,并 在 收回 针 的 同时 ,从 针 的 尖端 诸如 分 配 尖 端 挤 出 间 充 质 细 
胞 和 上 皮 细 胞 ,而 将 间 充 质 细 胞 和 上 皮 细 胞 沉积 到 水 凝 胶 中 。 在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细 
胞 被 分 段 在 针 的 尖端 诸如 分 配 尖 端 。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 从 针 的 尖端 诸如 分 
配 尖端 沉积 ,并 且 然 后 上 皮 细 胞 从 针 沉 积 , 以 提供 具有 在 通道 的 底部 末端 的 间 充 质 细胞 和 
在 通道 的 顶部 末端 的 上 皮 细 胞 的 分 段 的 细胞 构建 体 ,在 另 一 个 实施 方案 中 , 先 用 上 皮 细 胞 
装载 针 , 然 后 用 间 充 质 细胞 在 针 的 尖端 诸如 分 配 尖 端 装 载 针 ,然后 沉积 这 些 细 胞 。 

[0083] ”在 一 个 实施 方案 中 , 针 是 具有 两 个 或 更 多 个 单独 的 材料 路 径 的 同 轴 装 置 , 所 述 材 
料 路 径 为 至 少 两 种 不 同类 型 的 细胞 提供 围绕 至 少 两 种 不 同 输入 物 的 共同 轴 的 同心 流动 ,其 
中 间 充 质 细胞 从 同 轴 针 的 芯 挤 出 ,并 且 上 皮 细 胞 从 同 轴 针 的 套 层 挤 出 。 

[0084] ”图 19A- 图 19B 描 绘 了 被 供给 两 种 不 同 的 细胞 输入 物 的 同 轴 针 (5) 。 在 一 个 实施 方案 
中 , 间 充 质 细 胞 从 针 的 蕊 沉积 ,并 且 然 后 上 皮 细 胞 从 针 的 套 层 沉 积 , 以 提供 具有 在 通道 的 底 
部 末端 的 间 充 质 细 胞 和 在 通道 的 顶部 末端 的 上 皮 细 胞 的 分 段 的 细胞 构建 体 。 

[0085] ”在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 作为 还 包含 挤 出 化 合 物 的 一 种 或 更 多 
种 组 合 物 的 一 部 分 沉积 。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 挤 出 化 合 物 包括 藻 酸 盐水 凝 胶 、 胶 原 、 
Novogel®@®、Matrigel®、 细 胞 外 基质 组 分 或 水 溶性 、 可 交 联 、 生 物 可 降解 的 聚合 物 。 
[0086] ”在 一 个 实施 方案 中 ,使 细胞 构建 体 在 沉积 在 水 凝 胶 中 之 后 成 熟 ,在 另 一 个 实施 方 
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案 中 ,使 细胞 构建 体 成 熟 1 至 42 天 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,使 细胞 构建 体 成 熟 7 至 21 天 。 

[0087] ”在 一 个 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 从 水 凝 胶 中 取出 细胞 构建 体 。 细 胞 构建 体 可 
以 手动 地 或 通过 使 用 自动 化 装置 取出 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,自动 化 装置 包括 至 少 一 根 针 
和 与 针 流 体 连 通 的 一 个 或 更 多 个 储存 器 ,以 及 用 于 挤 出 所 述 至 少 一 根 针 的 内 容 物 的 工具 ， 
其 中 所 述 一 个 或 更 多 个 储存 器 包括 间 充 质 细胞 、 上 皮 细 胞 或 其 混合 物 , 以 及 将 针 相 对 于 水 
凝 胶 的 表面 定位 的 致 动工 具 。 用 于 挤 出 针 的 内 容 物 的 手段 包括 施加 压力 、 施 加 压缩 气体 、 使 
用 活塞、 液压 或 其 组 合 , 在 另 一 个 实施 方案 中 ,自动 化 装置 包括 计算 机 处 理 器 ,所 述 计算 机 
处 理 器 被 通信 地 连接 到 用 于 挤 出 所 述 至 少 一 根 针 的 内 容 物 的 工具 。 在 这 个 实施 方案 中 , 计 
算 机 处 理 器 控制 细胞 沉积 到 水 凝 胶 中 的 时 间 和 量 。 
[0088] ”在 一 个 实施 方案 中 , 针 是 有 和 斜面 的 ,在 另 一 个 实施 方案 中 , 针 的 斜面 为 10 至 45 度 。 
在 男 一 个 实施 方案 中 , 针 的 斜面 为 约 30 度 ,在 男 一 个 实施 方案 中 , 针 的 外 径 为 约 250nm 至 约 
1250nm,. 在 另 一 个 实施 方案 中 , 针 的 外 径 为 350nm 至 1000tm。 在 男 一 个 实施 方案 中 , 针 的 外 径 
为 约 500hm。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 针 的 内 径 为 约 150hm 至 约 1000hm 之 间 。 

[0089] ”如 权利 要 求 50 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 针 的 外 径 为 约 250hm 至 约 1250hm。 

[0090] ”在 一 个 实施 方案 中 ,自动 化 装置 将 多 于 一 个 构建 体 沉 积 在 水 凝 胶 中 。 在 另 一 个 实 
施 方案 中 ,自动 化 装置 将 1,000 至 10 ,000 个 细胞 构建 体 沉 积 在 水 凝 胶 中 。 

[0091] ” 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 可 以 来 源 于 任何 哺乳 动物 ,在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细 
胞 和 上 皮 细 胞 是 人 类 细胞 。 

[0092] ”在 一 个 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 不 作为 球形 体 被 沉积 。 

[0093] ”细胞 构建 体 

[0094] ”提供 了 细胞 构建 体 , 所 述 细胞 构建 体 呈 包含 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 柱 的 形式 。 
在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 包含 男 外 的 细胞 ,在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 还 包含 黑 
素 细 胞 。 
[0095] ”在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 是 基本 上 直 的 , 即 沿 其 长 度 , 它 的 厚度 偏离 不 多 于 
约 20% 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 是 弯曲 的 。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 
表面 是 不 规则 的 ,例如 它们 包括 凸 起 、 隆 起 `. 凹 部 和 /或 缝隙 。 

[0096] ”在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细胞 被 分 段 在 细胞 构建 体 的 一 端 , 并 且 上 皮 细 胞 被 分 
段 在 细胞 构建 体 的 另 一 端 。 

[0097] ”在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 长 度 为 50hm 至 10,000hm, 并 且 直 径 为 50nm 至 
2000hm。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 的 长 度 为 4mm 至 10mm ,并且 直 径 为 50nm 至 750hm。 
在 另 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 10:1 至 1:10。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 间 
充 质 细胞 与 上 皮 细 胞 的 比 为 1:2 至 1:1。 

[0098] ”在 一 个 实施 方案 中 , 间 充 质 细 胞 是 真皮 乳头 细胞 。 

[0099] ”在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 还 包含 训 , 在 另 一 个 实施 方案 中 , 训 能 够 生长 毛 
发 。 在 另 一 个 实施 方案 中 , 宫 包 含 真皮 乳头 细胞 。 

[0100] ”在 一 个 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 .在 另 一 个 实施 方案 中 ,皮肤 上 皮 细 
胞 是 角质 细胞 。 

[0101] ”毛发 修复 的 方法 
[0102] ”提供 了 在 个 体 中 进行 毛发 修复 的 方法 ,所 述 方法 包括 将 如 本 文 描 述 的 至 少 一 种 细 
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胞 构建 体 植 入 到 个 体 的 皮肤 中 。 在 一 个 实施 方案 中 ,皮肤 是 头皮 。 

[0103] ”在 一 个 实施 方案 中 , 植 入 是 手动 的 ,在 这 个 实施 方案 中 ,将 细胞 构建 体 从 水 凝 胶 中 
收回 , 任 选 地 冲洗 以 去 除 水 凝 胶 , 并 例如 用 狠 子 插 到 在 皮肤 中 造成 的 开口 中 .开口 可 以 用 手 
术 刀 或 打 孔 器 产生 。 

[0104] ”在 另 一 个 实施 方案 中 , 植 入 是 自动 化 的 。 在 这 个 实施 方案 中 ,细胞 构建 体 通 过 机 器 
人 装置 从 水 凝 胶 中 收回 ,所 述 机 器 人 装置 从 水 凝 胶 中 取出 细胞 构建 体 并 将 它们 植 入 到 个 体 
的 皮肤 中 。 机 器 人 装置 可 以 包括 计算 机 辅助 装置 ,所 述 计 算 机 辅助 装置 根据 计算 机 脚本 放 
置 管 . 通 过 插 到 管 中 从 水 凝 胶 中 取出 细胞 构建 体 . 并 将 细胞 构建 体 插 到 皮肤 中 。 在 另外 的 实 
施 方案 中 ,计算 机 脚本 是 例如 一 个 或 更 多 个 计算 机 程序 .计算 机 应 用 或 计算 机 模块 。 机 器 人 
装置 还 可 以 根据 计算 机 脚本 用 手术 刀 或 打 孔 器 在 皮肤 中 产生 开口 ,以 将 细胞 构建 体 以 期 望 
的 模式 递送 至 皮肤 ,例如 以 恢复 头皮 的 天 然 发 际 线 。 

[0105] “用 于 生物 打印 细胞 构建 体 的 并 行 生 物 打印 系统 

[0106] “还 公开 了 一 种 并 行 生物 打印 系统 ,包括 :第 一 分 配器 ,所 述 第 一 分 配器 包括 第 一 生 
物 墨 水 和 第 一 出 口 ,第 一 生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ;第 二 分 配器 ,所 述 第 二 分 配器 包 
括 第 二 生物 墨水 和 第 二 出 口 ,第 二 生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ;共同 分 配 模块 ,包括 第 
一 模块 、 第 二 模块 和 共同 出 口 ;第 一 模块 与 第 一 分 配器 流体 连通 ,第 一 模块 包括 第 一 入 口 、 
第 一 主体 和 第 一 分 配 尖 端 ;第 二 模块 与 第 二 分 配器 流体 连通 ,第 二 模块 包括 第 二 入 口 、 第 二 
主体 和 第 二 分 配 尖 端 ; 并 且 共 同 出 口 包 括 第 一 分 配 尖端 和 第 二 分 配 尖端 ,第 一 分 配 尖 端 与 
第 二 分 配 尖 端 基本 上 平行 ,第 一 分 配 尖 端 用 于 沉积 第 一 生物 墨水 的 至 少 一 部 分 ,并 且 第 二 
分 配 尖 端 用 于 沉积 第 二 生物 墨水 的 至 少 一 部 分 。 

[0107] ”在 分 配 系 统 的 一 些 实施 方案 中 ,第 一 模块 和 第 二 模块 形成 对 称 配置 ,在 一 些 实施 
方案 中 ,分 配 系 统 还 包括 接收 表面 ,在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 包括 半 固 体 材 料 , 在 一 些 
实施 方案 中 , 半 固 体 材 料 包括 水 凝 胶 , 所 述 水 凝 胶 衍 生 自 胶 原 、. 透明 质 酸 盐 .透明 质 酸 、 纤 维 
蛋白 、 藻 酸 盐 、 琼 脂 糖 、 壳 聚 糖 及 其 组 合 。 在 一 些 实施 方案 中 , 半 固 体 材 料 包 括 细胞 构建 体 ， 
包括 但 不 限于 人 类 组 织 构 建 体 .在 一 些 实施 方案 中 ,第 二 生物 墨水 与 第 一 生物 墨水 具有 不 
同 的 人 类 细胞 的 组 成 ,在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 包含 至 少 一 种 在 第 二 生物 墨水 中 
不 存在 的 细胞 类 型 。 

[0108] ”在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 包含 间 充 质 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 , 间 充 质 细 
胞 是 真皮 乳头 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,第 二 生物 墨水 包含 上 皮 细 胞 .在 一 些 实施 方案 中 ， 
上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,皮肤 上 皮 细 胞 是 角质 细胞 ,在 一 些 实施 方案 
中 ,第 二 生物 墨水 还 包含 角质 细胞 和 平滑 肌 细 胞 , 除 不 同 的 细胞 类 型 外 ,第 一 和 第 二 生物 墨 
水 可 以 包含 不 同 浓度 的 相同 的 细胞 类 型 或 不 同 的 细胞 类 型 。 

[0109] ”在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 还 包含 凝 胶 。 在 一 些 实施 方案 中 , 凝 胶 是 水 凝 
胶 。 

[0110] ”在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 模块 和 第 二 模块 能 够 分 别 抽 吸 第 一 生物 墨水 和 第 二 生物 
墨水 。 在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 分 配器 和 第 二 分 配器 能 够 分 别 抽 吸 第 一 生物 墨水 和 第 二 生 
物 墨 水 。 

[0111] 在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 分 配器 与 第 二 分 配器 基本 上 平行 。 

[0112] “在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 分 配器 附加 于 第 一 模块 ,并 且 第 二 分 配器 附加 于 第 二 模 
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块 。 在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 分 配器 是 与 第 一 模块 可 分 离 的 单元 ,并 且 第 二 分 配器 是 与 第 二 
模块 可 分 离 的 单元 。 

[0113] ”在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 分 配器 和 第 二 分 配器 是 基于 挤 出 的 分 配器 ,包括 但 不 限 
于 自动 化 注射 器 分 配器 或 气动 致 动 的 分 配器 。 

[0114] ”在 一 些 实施 方案 中 ,共同 出 口 包括 约 0.4mm 至 2.0mm 的 直径 ,包括 但 不 限于 约 
(0 . 4mm 、0 . 5mm 、0 . 6mm 、0 . 86mm 、0 . 9mm 、1 . 0mm 、1 . 1mm 、1 . 2mm 、1 . 3mm 、1 . 4mm 、1 . 5mm 、1 . 6mm 、 
1.7mm、1.8mm、1.9mm 和 2.0mm 的 直径 。 

L0115] ”用 于 制备 细胞 构建 体 的 并 行 生物 打印 方法 
[0116] ”还 公开 了 一 种 制备 细胞 构建 体 的 方法 ,所 述 方法 包括 以 下 步骤 :将 共同 出 口 下 降 
第 一 预定 的 距离 到 半 固 体 材料 中 ,共同 出 口 包括 第 一 分 配 尖 端 和 第 二 分 配 尖 端 ,第 一 分 配 
尖端 与 第 二 分 配 尖 端 基 本 上 平行 ,其 中 当 共 同 出 口 下 降 到 半 固 体 材料 中 时 ,共同 出 口 置换 
的 半 固 体 材料 的 区 域 相 当 于 共同 出 口 下 降 到 半 固 体 材 料 中 的 区 域 ;使 用 第 一 分 配 尖 端 将 预 
定量 的 第 一 生物 墨水 沉积 到 半 固 体 材 料 中 ,第 一 生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ,其 中 所 
述 沉积 在 共同 出 口上 升 第 一 预定 距离 时 发 生 ; 并 且 使 用 第 二 分 配 尖端 将 预定 量 的 第 二 生物 
墨水 沉积 到 半 固 体 材料 中 ,第 二 生物 墨水 包含 多 于 一 种 人 类 细胞 ,其 中 所 述 沉 积 在 共同 出 
口上 升 第 二 预定 距离 时 发 生 , 其 中 分 配 的 预定 量 的 第 一 生物 墨水 和 分 配 的 预定 量 的 第 二 生 
物 墨水 在 半 固 体 材 料 内 形成 细胞 构建 体 . 在 一 些 实施 方案 中 ,前述 方 法 在 约 75 至 120 秒 中 执 
行 。 在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 重复 前 述 方法 的 一 个 或 更 多 个 循环 。 在 一 些 实施 方 
案 中 ,细胞 构建 体 是 人 类 组 织 构建 体 。 

[L0117] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 以 下 步骤 :在 将 预定 量 的 第 二 生物 墨水 沉积 
到 半 固 体 材 料 中 之 前 ,使 用 第 一 分 配 尖 端 抽 吸 预 定量 生物 墨水 。 在 一 些 实施 方 案 中 ， 
所 述 方法 还 包括 在 将 预定 量 的 第 二 生物 墨水 沉积 到 半 固 体 材料 中 之 后 ,使 用 第 二 分 配 尖 端 
抽 吸 预定 量 的 第 二 生物 墨水 。 在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 在 将 预定 的 量 的 第 二 生 
物 墨 水 沉积 到 半 固 体 材 料 中 之 前 ,暂停 共同 出 口 的 任何 动作 预定 量 的 时 间 。 在 一 些 实施 广 
案 中 ,所 述 方法 还 包括 在 将 预定 量 的 第 二 生物 墨水 沉积 到 半 固 体 材 料 中 之 后 ,暂停 共同 出 
口 的 任何 动作 预定 量 的 时 间 。 

[0118] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 在 分 配 预 定量 的 第 一 生物 墨水 之 前 ,将 共同 
出 口 在 半 固 体 材 料 内 上 升 预定 的 长 度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 在 分 配 预 定量 
的 第 二 生物 墨水 之 前 ,将 共同 出 口水 平移 动 预定 的 长 度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包 
括 在 分 配 预 定量 的 第 二 生物 墨水 之 后 ,将 共同 出 口水 平移 动 预定 的 长 度 ; 并 且 将 共同 出 口 
垂直 移出 半 固 体 材 料 . 在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 重复 前 述 方法 的 一 个 或 更 多 个 
循环 ,该 前 述 方法 还 包括 在 第 二 循环 的 分 配 预 定量 的 第 一 生物 墨水 之 前 ,将 第 二 生物 墨水 
从 第 二 分 配 尖 端 抽 吸 回 到 第 二 模块 。 

[0119] ”在 一 些 实施 方案 中 , 半 固 体 材 料 是 水 凝 胶 。 在 一 些 实施 方案 中 , 半 固 体 材料 包括 水 
凝 胶 , 所 述 水 凝 胶 衍生 自 胶原 .透明 质 酸 盐 .透明 质 酸 、 纤 维 蛋 白 、 兴 酸 盐 .琼脂 糖 、 壳 聚 糖 及 
其 组 合 。 在 一 些 实施 方案 中 , 半 固 体 材 料 包 括 细胞 构建 体 ,包括 但 不 限于 人 类 组 织 构建 体 。 
[0120] ”在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 与 第 二 生物 墨水 具有 不 同 的 人 类 细胞 的 组 成 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 包含 在 第 二 生物 墨水 中 不 存在 的 至 少 一 种 细胞 类 型 
[0121 在 一 些 实施 方案 中 , 第 一 生物 墨水 包含 间 充 质 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 , 间 充 质 细 
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胞 是 真皮 乳头 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,第 二 和 后 物 墨 水 包含 上 皮 细 胞 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
上 皮 细 胞 是 皮肤 上 皮 细 胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,皮肤 上 皮 细 胞 是 角质 细胞 .在 一 些 实施 方案 
中 ,第 二 生物 墨水 还 包含 角质 细胞 和 平滑 肌 细 胞 .。 除 不 同 的 细胞 类 型 外 ,第 一 生物 墨水 和 第 
二 生物 墨水 可 以 包含 不 同 浓度 的 相同 的 细胞 类 型 或 不 同 的 细胞 类 型 

[0122] ”在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 分 配器 和 第 二 分 配器 是 基于 挤 出 的 分 配器 ,包括 但 不 限 
于 自动 化 注射 器 分 配器 或 气动 致 动 的 分 配器 。 

[0123] ”预定 量 的 第 一 生物 墨水 和 第 二 生物 墨水 可 以 是 任何 期 望 的 体积 ,因为 不 同 的 细胞 
构建 体 具 有 不 同 的 结构 和 体积 。 在 一 些 实施 方案 中 , 预定 量 的 第 一 生物 墨水 为 约 0.5 至 1.0 
微 升 (WL) ,包括 但 不 限于 约 0.5nL.0.6nL.0.7hL.0.8nL.0.9ubL 和 1.0nL。 在 一 些 实施 方 案 中 ， 
预定 量 的 第 二 生物 墨水 为 约 2.0 至 3.0 微 升 (uw) ,包括 但 不 限于 约 2.0hL、.2.1nhL、2.2bL、2.3h 
L、2.4uL、2.5uL、2.6uL、2.7uL、2.8uL、2 .9uL 和 3.0pL。 

[0124] ”在 一 些 实施 方案 中 ,分 配 的 第 一 生物 墨水 形成 基本 上 直 的 具有 约 0.5 至 1.0 译 米 
(mm) 的 长 度 ,包括 但 不 限于 约 0.5mm、0.6mm、0.7mm、0.8mm、0.9mm 和 1.0mm, 并 且 具 有 约 0.5mm 
至 1.5mm 的 直径 ,包括 但 不 限于 约 0.5mm、0.6mm、0.7mm、0.8mm、0.9mm 和 1.0mm, 在 一 些 实施 方 
案 中 ,分 配 的 第 二 生物 黑 水 形成 基本 上 直 的 具有 约 2.5 至 3.5 训 米 的 长 度 , 包 括 但 不 限于 约 
2 .5mm、2.6mm、2 .7mm、2.8mm,2.9mm、3.0mm、3 .1mm、3 .2mm、3 .3mm、3.4mm 和 3.5mm, 井 且 具 有 釣 
0.5mm 公 1.5mm 的 古 径 , 包 括 但 不 限 十 釣 0 .5mm、0 .6mm、0 .7mm、0 .8mm、0 .9mm、1 .0mm、1 .1mm、 
1.2mm、1.3mm、1.4mm 和 1.5mm。 在 其 他 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 与 第 二 生物 墨水 可 以 具有 
不 同 的 长 度 和 不 同 的 结构 ( 即 不 是 基本 上 直 的 ) ,因为 不 同 的 细胞 构建 体 具 有 不 同 的 结构 和 
体积 。 

L0125] ”在 一 些 实施 方案 中 ,初始 形成 的 细胞 构建 体 具 有 基本 上 直 的 具有 约 3.0 至 4.5 坚 米 
的 医 度 , 包 括 但 不 限 干 釣 3 . 1nmm、3 .2mm、3 .3mm、3 . 4mm、3 . 5mm、3 .6mm、3 .7mm、3 .8mm、3 .9mm、 
4.0mm、4.1mm、4.2mm、4.3mm、4.4mm 和 4.5mm, 具 有 约 0.5mm 至 1.5mm 的 直径 ,包括 但 不 限于 约 
0.5mnm、0.6mm、0.7mm、0.8mmn、0.9mmn、 1.0nn、 1.1mn 1.2mm 1.3mm、1.4mm 和 1.5mmo。 在 其 他 实施 
方案 中 ,所 形成 的 细胞 构建 体 可 以 具有 不 同 的 长 度 和 不 同 的 结构 ( 即 不 是 基本 上 直 的 ) , 因 
为 不 同 的 细胞 构建 体 具 有 不 同 的 结构 .长度 和 体积 。 

[0126] ”在 一 些 实施 方案 中 ,其 中 在 第 一 上 升 步骤 ,上 升 的 预定 的 距离 为 约 1.0 至 2.0 毫 米 
(mm) ,包括 但 不 限于 约 1.0nm、1.1mn、1.2mmn、 1.3nm、1.4mnm、1.5mm、1.6mm、 1.7mm、1.8mm、 
1.9mm 和 2.0mm。 预 定量 的 第 一 生物 墨水 和 第 二 生物 墨水 可 以 是 任何 期 望 的 体积 ,因为 不 同 
的 细胞 构建 体 具 有 不 同 的 结构 和 体积 。 在 一 些 实施 方案 中 , 抽 吸 的 预定 量 的 第 一 生物 墨水 
为 约 1 .0 至 1.5 微 升 (WD) ,包括 但 不 限于 约 1.0nL、1.1nL、1.2nL、1.3uL、1.4nL 和 1.5hL。 在 一 
些 实施 方案 中 , 抽 吸 的 预定 量 的 第 二 生物 墨水 为 约 2.0 至 3 .0 微 升 uwL) ,包括 但 不 限于 约 2.0 
HL、2.1nL、 2.3bL、 2.4hL、2.5nL、 2.6nL、 2.7hL、 2.8hL、 2.9hL 和 3.0hL。 
[0127] ”在 一 些 实施 方案 中 , 当 重 复 这 个 前 述 方法 的 一 个 或 更 多 个 循环 时 ,在 共同 出 口 下 
降 到 半 固 体 材料 中 之 前 , 抽 吸 的 预定 量 的 第 二 生物 墨水 为 约 1.0 至 1.5 微 升 (uwL) ,包括 但 不 
限于 约 1.0pL、1.1pL、1.2pL、1.32L、1.40L 和 1.5nL。 在 一 些 实施 方案 中 ,水 平 的 预定 的 长 度 
为 约 0.1 至 0.5 毫 米 (mm) ,包括 但 不 限于 约 0.1mm、0.2mm、0.3mm、0.4mm 和 0.5mm。 在 一 些 实施 
方案 中 ,其 中 在 第 一 上 升 步 又 ,第 一 预定 的 长 度 约 等 于 半 固 体 材料 的 最 大 深度 ,所 述 半 固体 
材料 的 最 大 深度 可 以 为 约 1.0 至 2.0 上 毫米 (mm) ,包括 但 不 限于 约 1.0mm、1.2mm、1.3mm、1.4mm、 
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1 .5mm、1.6mm、1.7mm、1.8mm、1.9mm 和 2.0mm。 在 一 些 实施 方案 中 ,暂停 的 预定 量 的 时 间 为 约 5 
至 15 秒 ,包括 但 不 限于 约 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14 和 15 秒 。 

[0128] ”用 于 生物 打印 具有 梯度 的 细胞 构建 体 的 并 行 生物 打印 方法 
[0129] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 , 随 着 共同 出 口 包括 分 配 尖端 ) 沉积 ,在 共 后 
出 口上 升 的 同时 ,通过 沉积 一 种 或 更 多 种 生物 墨水 来 产生 梯度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,梯度 基 
于 所 述 一 种 或 更 多 种 生物 墨水 中 的 一 种 或 更 多 种 细胞 类 型 的 不 同 的 细胞 浓度 。 例 如 ,梯度 
将 包括 增加 或 减少 垂直 方向 上 一 种 或 更 多 种 细胞 类 型 的 细胞 浓度 ,诸如 从 最 低 的 垂直 点 至 
最 高 的 垂直 点 的 较 低 的 细胞 浓度 至 较 高 的 细胞 浓度 ,或 者 可 选择 地 ,从 最 低 的 垂直 点 至 最 
高 的 垂直 点 的 较 高 的 细胞 浓度 至 较 低 的 细胞 浓度 .如 先前 描述 的 ,梯度 可 以 在 文 撑 材 料 诸 
如 半 固 体 材料 中 产生 ,所 述 半 固 体 材 料 包括 细胞 构建 体 ,所 述 细 胞 构建 体 包括 人 类 组 织 构 
建 体 ,一 种 或 更 多 种 细胞 类 型 的 不 同 的 细胞 浓度 可 以 通过 制备 具有 不 同 的 细胞 浓度 的 生物 
墨水 来 实现 。 例 如 ,第 一 生物 墨水 可 以 包含 一 种 或 更 多 种 细胞 类 型 的 一 种 细胞 浓度 ,并且 第 
二 生物 墨水 可 以 包含 一 种 或 更 多 种 细胞 类 型 的 不 同 的 细胞 浓度 ,例如 ,第 一 生物 墨水 可 以 
包含 一 种 细胞 浓度 的 间 充 质 细 胞 ,并 且 第 二 生物 墨水 可 以 包含 不 同 的 细胞 浓度 的 间 充 质 细 
胞 。 可 选择 地 ,第 一 生物 墨水 可 以 包含 一 种 细胞 浓度 的 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 组 合 的 混 
合 物 , 并 且 第 二 生物 墨水 可 以 包含 不 同 的 细胞 浓度 的 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 组 合 的 混合 
物 。 任 选 地 ,可 以 利用 两 种 或 更 多 种 细胞 类 型 。 

[0130] ”在 一 些 实施 方案 中 ,梯度 基于 一 种 或 更 多 种 生物 墨水 中 的 不 同 的 细胞 类 型 ,并 且 
基于 一 种 或 更 多 种 生物 墨水 中 的 一 种 或 更 多 种 细胞 类 型 的 不 同 的 细胞 浓度 .例如 ,第 一 生 
物 墨 水 可 以 包含 一 种 细胞 浓度 的 间 充 质 细 胞 ,并 且 第 二 生物 墨水 可 以 包含 另 一 种 细胞 浓度 
的 上 皮 细 胞 。 可 选择 地 ,第 一 生物 墨水 可 以 包含 一 种 细胞 浓度 的 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 
组 合 的 混合 物 ,并 且 第 二 生物 墨水 可 以 包含 不 同 的 细胞 浓度 的 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 的 组 
合 的 混合 物 。 任 选 地 ,可 以 利用 两 种 或 更 多 种 细胞 类 型 。 

[0131] “在 一 些 实施 方案 中 ,梯度 基于 一 种 或 更 多 种 生物 墨水 中 的 不 同 的 细胞 类 型 .例如 ， 
第 一 生物 墨水 可 以 包含 间 充 质 细 胞 ( 即 真 皮 乳 头 细胞 ) ,并 且 第 二 生物 墨水 可 以 包含 上 皮 细 
胞 ( 即 皮 肤 上 皮 细 胞 、 角 质 细 胞 ) 。 


实施 例 

[0132] ”实施 例 1 

[0133] ”细胞 的 混合 聚集 体 的 沉积 

[0134] ”起 点 包括 真皮 乳头 细胞 和 角质 细胞 的 混合 聚集 体 的 沉积 聚集 的 球状 体 结构 ( 参 
见 图 1A) 与 文献 Higgins(2013)) 中 描述 的 那些 以 及 来 自体 内 植 入 后 的 毛发 状 结构 的 那些 
相当 。 在 我 们 手中 ,聚集 体 从 未 经 历 过 显著 的 体外 重 塑 并且 ,基因 表达 模式 在 2D 培 养 物 中 
丢失 (图 1B) .缺乏 重 塑 (图 2A- 图 2F) 与 其 他 报道 一 致 ,并 且 不 存在 可 再 现 的 球形 体 结构 的 体 
外 重 塑 的 迹象 .鉴于 更 稳健 的 制备 过 程 , 如 果 提 供 合适 的 体外 环境 ,我 们 希望 我 们 的 聚集 体 
具有 增加 的 成 熟 能 

L0135] ”为 了 进一步 推动 察 集体 的 形态 发 生 , 我 们 尝试 了 数 种 促进 毛发 形成 的 方法 ,首先 ， 
我 们 将 聚集 体 引 入 到 生物 打印 的 皮肤 组 织 中 (参见 例如 美国 公开 申请 2016/0122723 的 制备 
生物 打印 的 皮肤 组 织 的 方法 ) 。 结 果 (图 3A) 不 一 致 旦 缺乏 体内 观察 到 的 形态 发 生 和 赛 形成 。 
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其 次 ,我 们 将 聚集 体 沉积 到 皮肤 成 纤维 细胞 和 添加 的 细胞 外 基质 的 层 上 (图 3B- 图 3D) .这 是 
不 成 功 的 ,因为 聚集 体 不 是 保持 作为 单独 的 毛发 形成 结构 ,而 是 进一步 合并 成 大 的 结构 ,不 
有 具有 另外 的 形态 发 生 的 迹象 (图 3E- 图 3 。 最 后 ,将 聚集 体 沉 积 并 用 由 角质 细胞 组 成 的 假 表 
皮 覆 盖 。 这 个 方法 也 未 能 诱导 细胞 聚集 体 的 重 塑 .这 些 实验 导致 我 们 认为 ,体外 诱导 毛囊 聚 
集体 的 重 塑 构成 重大 的 技术 工程 挑战 ,并 且 需 要 替代 方法 来 克服 这 些 障 碍 。 

[0136] ”实施 例 2 

[0137] “将 细胞 沉积 到 水 凝 胶 通道 中 

[0138] “实施 例 1 中 描述 的 失败 导致 我 们 开发 了 包括 自动 化 制备 .消除 聚集 以 及 并 入 极 性 
的 新 方法 ,预期 这 有 助 于 随后 的 移植 程序 ,开发 了 第 一 种 生物 打印 毛 赛 单位 的 方法 ,该 方法 
与 细胞 聚集 体 实 验 相 比 ,具有 显著 改善 的 结果 。 这 种 方法 包括 在 水 凝 胶 内 生物 打印 离散 的 
包括 相关 细胞 类 型 的 毛 宫 通道 。 图 4 描绘 了 将 包含 细胞 的 针 插 到 水 凝 胶 中 以 形成 通道 。 
[0139] ”在 制备 细胞 之 前 ,灌注 水 凝 胶 基 质 。 将 水 凝 胶 组 合 物 优化 ,并 集中 在 具有 低 细 胞 粘 
附 特性 的 生物 相 容 性 材料 上 ,以 促进 聚集 ,选择 并 测试 了 琼脂 糖 、 藻 酸 盐 和 透明 质 酸 (HA) 作 
为 主要 候选 物 。 水 凝 胶 被 制备 并 沉积 到 孔 中 ,具有 足够 的 时 间 用 于 交 联 。 如 测试 的 ,水 凝 胶 
是 无 细胞 的 ,但 是 可 以 包含 其 他 细胞 类 型 ,诸如 皮肤 成 纤维 细胞 内皮 细胞 .前 脂肪 细胞 或 
免疫 细胞 .此 外 ,设计 构建 体 使 得 凝 胶 内 的 细胞 通道 以 及 小 体积 的 凝 胶 将 被 移植 .在 一 个 实 
施 方案 中 ,水 凝 胶 与 临床 使 用 相 容 ,足够 强 以 允许 手术 操作 ,并 可 用 于 皮肤 病 学 应 用 中 。 
[0140] “水 凝 胶 形成 了 组 织 制备 的 新 方法 的 基础 。 生 物 打印 机 将 细胞 的 通道 直接 沉积 到 水 
凝 胶 中 .制备 了 细胞 混合 物 , 所 述 细胞 混合 物 包 括 人 类 真皮 乳头 细胞 、 人 类 角质 细胞 以 及 潜 
在 的 辅助 细胞 ,诸如 黑 素 细胞 或 特 化 的 鞘 细 胞 .所 有 细胞 都 是 未 转化 的 且 完 全 分 化 的 人 类 
细胞 .在 没有 赋 形 剂 的 情况 下 ,将 细胞 以 不 同 的 比 混合 并 装载 到 定制 的 Hamilton 注 射 器 中 。 
将 注射 器 放置 到 生物 打印 机 上 ,并 且 然 后 使 用 预 设计 的 脚本 打印 到 凝 胶 中 。 该 脚本 规定 
形成 的 原型 毛 宫 的 数量 以 及 它们 各 自在 构建 体 中 的 定位 .变化 的 针 尺 寸 允许 控制 构建 体 的 
直径 .配置 后 ,打印 机 然后 将 细胞 基 浮 液 注 射 到 水 凝 胶 基 质 中 ,形成 细胞 的 通道 。 

[0141] “用 这 种 方法 打印 并 不 立即 可 行 , 因 为 必须 克服 数 个 挑战 。 首 先 ,优化 了 水 凝 胶 组 
成 /浓度 ,使 得 生物 打印 机 注射 产生 稳定 的 通道 ,以 允许 单独 的 单元 的 持续 保持 。 其 次 ,发 现 
了 针 的 尖端 是 至 关 重 要 的 。 发 现 了 需要 有 和 斜面 的 针 以 实现 一 致 性 的 沉积 ,我 们 测试 了 数 种 
不 同样 式 和 尺寸 的 针 来 确定 这 点 。 失 败 的 尝试 导致 了 不 连续 的 沉积 、 细 胞 从 通道 的 顶部 出 
来 .以 及 凝 胶 中 破坏 了 意图 的 几何 形状 的 裂缝 .图 5A- 图 5B 描 绘 了 用 250um (图 5A) 対比 500um 
(图 5B) 尺寸 的 针 沉 积 到 水 凝 胶 中 混合 细胞 制备 的 4mm 长 的 细胞 构建 体 的 照片 .这些 结 果 表 
明 , 针 的 尺寸 对 在 水 凝 胶 中 获得 细胞 通道 是 重要 的 。 图 6A- 图 6C 是 描绘 各 种 类 型 的 水 凝 胶 组 
合 物 (图 6A, 大 鼠 尾 胶原 (6mg/ml) : 関 6B, 明 股 (8%) ;图 6C, 层 粘连 蛋白 / 纤 连 蛋白 (5ug/ml 
土 12.5)) 对 通道 内 的 细胞 构建 体 成 熟 及 凝聚 的 作用 的 照片 ,这 些 结果 表明 细胞 外 基质 
(BCM) 的 添加 未 能 显著 改善 沉积 。 

[0142] ”对 培养 了 1 至 3 周 的 优化 的 通道 打印 物 的 表征 揭示 了 重 塑 为 毛 赛 状 结构 (图 8A- 民 
8D) .在 通道 内 ,通常 发 现 宫 结构 .这 个 发 现 与 体外 保持 的 聚集 体 不 同 ,但 与 体内 注射 后 的 重 
塑 相似 。 再 次 地 ,通道 打印 物 从 未 被 暴露 于 体内 调节 (in vivo conditioning) ,在 生物 打印 
的 通道 中 形成 的 囊 通 常 包含 真皮 乳头 细胞 ,表明 重 塑 与 间 充 质 细胞 和 上 皮 细 胞 类 型 之 间 的 
相互 信号 传导 之 间 的 正 相 关 。 将 上 皮 细 胞 用 标志 物 诸如 CK15、EpCamn 和 CK6 染 色 进 一 步 文 持 
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与 毛 吉 形态 发 生 一 致 的 角质 细胞 的 分 化 。 

[0143] ”图 8A- 图 8D 是 仅 浆 料 (paste) 打印 物 的 显 微 照片 ,其 中 将 100%% 的 细胞 混合 物 作 为 
通道 自动 沉积 到 预 形 成 的 水 凝 胶 中 ,并且 然后 培养 14 天 (图 8A) 及 21 天 (图 8B- 图 8D) ,这 些 组 
织 构 建 体 显露 了 毛 宫 的 特征 性 圳 形成 。 可 以 将 少量 的 ECM 添 加 至 细胞 混合 物 以 驱使 宫 成 熟 
(图 8D) 。 

[0144] ”图 9A- 图 9F 描 绘 了 当 培 养 14 天 (图 9A- 图 90) 及 21 天 (图 9D- 图 9P) 時 具有 BrdU+ 染 色 
的 赛 的 显 微 照 片 -BrdU+ 染 色 示 出 了 真皮 乳头 细胞 在 宫 中 的 存在 。 
[0145] 図 10A- 図 10F 赴 示 出 了 震 中 的 基 因 表 状 在 2 天 、5 天 和 21 天 内 快速 改変 的 柱状 図 ( 医 
10A- 图 10C) 和 显 微 照片 (图 10D- 图 10F) 。 

[0146] ”图 11A- 图 11C 是 沉积 的 细胞 浆 料 在 藻 酸 盐 凝 有 瞳 中 的 照片 ,与 其 他 水 凝 股 相 比 , 藻 酸 
盐 凝 胶 的 使 用 引起 非常 平滑 的 沉积 。 虽 然 一 些 通道 具有 细胞 的 帽 ,但 是 这 样 的 通道 对 于 其 
他 水 凝 胶 的 频率 少 得 多 。 

[0147] ”图 12A- 图 12B 是 组 织 构建 体 在 洛 酸 盐 中 沉积 7 天 后 的 的 显 微 照 片 。 塞 在 菠 酸 盐 凝 胶 
中 快速 并 有 效 地 形成 。 

[0148] ”图 13A- 图 13B 是 在 第 1 天 (图 13A) 和 第 7 天 (图 13B) 的 组 织 构建 体 的 显 微 照片 , 示 出 
了 赛 的 分 区 随时 间 推 移 变 得 更 有 组 织 。 
[0149] ”图 14A- 图 14D 是 沉积 组 织 构建 体 后 14 天 的 显 微 照片 , 示 出 了 组 织 构建 体 中 襄 样 结 
构 的 形成 。 
[0150] ”图 15A- 图 15D 是 在 沉积 后 14 天 用 BrdU (红色 ) 和 CK6 (绿色 ) 染色 的 组 织 构建 体 的 显 
微 照 片 , 染 色 模 式 示 出 了 细胞 持续 存在 并 均匀 分 布 在 组 织 构建 体 中 。 
[0151] ”图 16 是 示 出 了 在 第 15 天 ,组织 构 建 体 显示 出 毛 宫 相关 基因 的 上 调 的 柱状 图 。 
[0152] “培养 1 周 后 ,将 生物 打印 的 通道 从 孔 中 取出 ,并 用 手术 工具 成 功 操作 。 这 证 实 了 该 
技术 能 够 (1) 形成 原型 毛 裏 , (2) 图 案 化 沉积 相关 细胞 类 型 ,以 及 (3) 产生 能 够 胜任 手术 安装 
的 材料 。 

[0153] ”实施 例 3 

[0154] ”用 同 轴 针 沉 积 细 胞 以 制备 分 段 的 组 织 构建 体 

[0155] ”在 一 个 实施 方案 中 , 同 轴 针 利用 单一 针 打 孔 器 将 两 种 不 同 的 细胞 群体 引入 到 水 凝 
胶 中 .过 程 如 下 :1) 同 轴 喷 嘴 具 有 两 个 独立 的 具有 共同 出 口 孔 的 流动 流 。 将 所 述 两 种 细胞 类 
型 以 一 定 方式 装载 ,使 得 真皮 乳头 细胞 占据 蕊 流动 路 径 ,并 且 角 质 细胞 占据 套 层 流动 路 径 。 
2) 同 轴 针 垂直 进入 水 凝 胶 至 适当 深度 。3) 将 乳头 细胞 团 通 过 芯 流 动 路 径 递送 。4) 当 格 同 # 
针 从 水 凝 胶 中 收回 时 ,利用 套 流 动 将 角质 细胞 回填 。 以 这 种 方式 , 单 次 注射 以 期 望 的 分 段 递 
送 两 种 细胞 类 型 。 
[0156] ”图 17 描 绘 了 分 段 的 结构 ,其 具有 在 通道 的 底部 的 真皮 乳头 细胞 和 在 通道 的 顶部 的 
角质 细胞 。 
[0157] ”图 18 是 沉积 在 藻 酸 盐 中 的 通道 的 照片 ,所 述 通 道具 有 在 底部 的 真皮 乳头 细胞 和 在 
顶部 的 角质 细胞 。 获 得 了 均一 的 细胞 混合 物 的 良好 的 垂直 度 和 艇 集 。 

[0158] ”图 19A- 图 19B 描 绘 了 为 两 种 不 同类 型 的 细胞 提供 两 种 不 同 输入 物 的 同心 流动 的 同 
针 ,例如 ,其 中 间 充 质 细 胞 从 芯 挤 出 ,并且 上 皮 细 胞 从 套 层 挤 出 。 图 19B 描 绘 了 放大 的 针 末 
端的 部 分 ,显示 成 30" 斜 角 。 


Ah 
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[0159] ”图 20A- 图 20E 描 绘 了 同 轴 针 递 送 技术 。 图 20A 描 绘 了 同 轴 针 ,在 蕊 中 用 间 充 质 细 胞 
填 装 ,并 且 上 皮 细 胞 填 装 在 套 层 中 ,其 中 将 针 放置 在 水 凝 胶 的 顶部 .图 20B 描 绘 了 将 针 注 射 
到 水 凝 胶 中 。 图 20C 描 绘 了 将 间 充 质 细胞 注射 到 水 凝 胶 中 ,图 20D 描 绘 了 当 将 针 收 回 时 注射 
上 皮 细 胞 ,图 20E 描 绘 了 收回 在 包含 通道 的 水 凝 及 上方 的 的 针 , 通 道具 有 分 段 在 通道 的 底部 
的 间 充 质 细 胞 和 分 段 在 通道 的 顶部 的 上 皮 细 胞 。 
[0160] ”图 22 ( 左 图 ) 描绘 了 根据 沉积 程序 ( 右 图 ) 使 用 包含 4 个 泵 的 生物 打印 机 同 轴 沉 积 两 
种 不 同 的 珠 溶液 的 结果 。 通 过 泵 4 递送 的 蕊 材 料 包 含 黄色 染色 的 10 微 米 珠 。 通 过 泵 2 递送 的 
套 材料 包含 紫色 染色 的 10 微 米 珠 。 刻 度 线 以 100 微 米 的 间距 间隔 ( 按 图 像 的 缩放 比例 ) ,将 针 
尖端 插 到 标记 A 的 凝 胶 位 置 . 以 下 移动 的 持续 时 间 低 于 虚线 .将 针 向 上 移动 700 微 米 。 然 后 将 
泵 活塞 3 移动 110 微 米 以 沉积 套 材 料 ,同时 将 和 泵 4 也 移动 90 微 米 以 同时 沉积 芯 材 料 。 收 回 的 持 
续 时 间 高 于 虚线 。 在 最 初 1000 微 米 的 行程 期 间 , 芯 材 料 和 套 材 料 都 被 沉积 。 在 随后 的 3000 微 
米 期 间 , 仅 套 材料 被 沉积 。 
[0161] ”图 23A- 图 23B 描 绘 了 示 出 了 同 轴 沉 积 的 结果 的 显 微 上 照片 。 将 针 的 蕊 连接 到 泵 头 4 注 
射 器 ,该 注射 器 包含 悬浮 在 Novogel 2.0 中 的 黄色 微米 级 别 颗粒 ,将 针 的 套 连 接 到 泵 头 3 注 
射 器 ,该 注射 器 包含 悬浮 在 Novogel 2.0 中 的 紫色 微米 级 颗粒 。 将 该 材料 沉积 到 包含 在 比 色 
皿 (cuvette) 内 的 固体 Novogel 2.0 中 (这 对 于 成 像 是 最 佳 的 ) 。 显 微 照片 示 出 了 外 部 材料 
(2301) (悬浮 在 Novogel 2.0 中 的 紫色 微米 级 颗粒 ) 和 内 部 材料 (悬浮 在 Novogel 2.0 中 的 黄 
色 微米 级 颗粒 ) 。 

[0162] ”实施 例 4 

[0163] ”用 单 室 针 沉 积 细胞 以 制备 分 段 的 组 织 构建 体 

[0164] ” 男 一 种 技术 依赖 于 连接 到 装载 有 角质 细胞 的 皮下 注射 器 的 标准 单 室 针 。 然 后 ,使 
针 行 进 至 包含 真皮 乳头 细胞 的 小 瓶 并 抽 吸 一 个 小 丸 状 物 。 因 此 ,在 单 室 针 内 存在 期 望 的 分 
层 , 该 分 层 将 被 用 单一 针 注射 以 原样 挤 出 到 水 凝 胶 中 。 

[0165] ”图 21A- 图 21D 描 绘 了 这 种 提供 分 段 的 通道 的 方法 ,其 中 先 将 针 用 间 充 质 细胞 填 装 
并 放置 在 包含 上 皮 细 胞 的 容器 上 方 (图 21A) ,将 针 插 到 上 皮 细 胞 中 并 将 上 皮 细 胞 抽 吸 到 针 
中 (图 21B) ,然后 将 针 插 到 水 凝 胶 中 (图 210C) ,并 且 将 针 从 水 凝 胶 中 收回 ,同时 注射 间 充 质 细 
胞 和 上 皮 细 胞 (图 21D) 以 提供 通道 ,通道 具有 分 段 在 通道 的 底部 的 间 充 质 细 胞 和 分 段 在 通 
道 的 顶部 的 上 皮 细 胞 。 

[0166] ”图 24A- 图 24C 描 绘 了 本 文公 开 的 并 行 生 物 打印 系统 2400 的 示例 性 实施 方案 ,图 24A 
和 图 24C 描 绘 了 侧 视 图 ,并 且 图 24B 描 绘 了 底 视图 。 如 图 24A 中 示 出 的 ,并 行 生 物 打印 系统 
2400 包 括 第 一 分 配器 2401、 第 二 分 配器 2403、 和 共同 分 配 模 块 2405。 第 一 分 配器 2401 包 括 第 
一 生物 墨水 2402 和 第 一 出 口 (未 示 出 ) 。 第 二 分 配器 2403 包 括 第 二 生物 墨水 2404 和 第 二 出 口 
(未 示 出 ) ,第 一 分 配器 2401 和 第 二 分 配器 2403 是 基于 挤 出 的 分 配器 ,诸如 自动 化 注射 器 分 
配器 或 气动 致 动 的 分 配器 ,对 于 第 一 分 配器 2401 和 第 二 分 配器 2403, 适 用 于 生物 打印 的 其 
它 类 型 的 分 配器 也 是 可 能 的 ,虽然 未 示 出 ,但 是 第 一 出 口 和 第 二 出 口 是 分 配 出 口 ,诸如 分 配 
尖端 ,如 图 24A 中 示 出 的 ,第 一 分 配器 2401 的 第 一 出 口 夸 合 到 第 一 模块 2406 的 第 一 入 口 
2409 ,并 且 第 二 分 配器 2403 的 第 二 出 口 耦 合 到 第 二 模块 2407 的 第 二 入 口 2412。 

[0167] ”在 图 24 的 这 个 示例 性 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 2402 与 第 二 生物 墨水 2404 具 有 不 
同 的 人 类 细胞 的 组 成 。 第 一 生物 墨水 2402 包 含 上 皮 细 胞 ,并且 具体 是 皮肤 上 皮 细 胞 ,并 且 更 
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有 具体 是 角质 细胞 .第 二 生物 墨水 2404 包 含 间 充 质 细胞 ,并且 上 具体 是 真皮 乳头 细胞 .第 一 和 第 
二 生物 墨水 的 其 他 细胞 类 型 和 /或 相同 或 不 同 细胞 类 型 的 其 他 细胞 浓度 是 可 能 的 ,为 了 简 
洁 , 第 一 和 第 二 生物 墨水 的 不 同类 型 在 “用 于 生物 打印 细胞 构建 体 的 并 行 生物 打印 系统 ” 章 
节 中 描述 。 
[0168] ”如 图 24A 中 示 出 的 ,第 一 分 配器 2401 附 于 第 一 模块 2406, 并 且 第 二 分 配器 2403 附 于 
第 二 模块 2407 ,然而 ,第 一 分 配器 2401 是 与 第 一 模块 2406 可 分 离 的 单元 ,并 且 第 二 分 配器 
2403 是 与 第 二 模块 2407 可 分 离 的 单元 。 任 选 地 ,第 一 分 配器 2401 可 以 与 第 一 模块 2406 一 体 
Gn unison) ,并 且 第 二 分 配器 2403 可 以 与 第 二 模块 2407 一 体 , 从 而 消除 对 第 一 分 配器 2401 
的 第 一 出口 ( 未 示 出 ) 、 第 三 分 配器 2403 的 第 三 出口 (未 示 出 ) 、 第 一 入口 2409 和 第 二 入 口 
2405 的 需要 。 
[0169] ”如 图 24A 中 示 出 的 ,共同 分 配 模块 2405 包 括 第 一 模块 2406、 第 二 模块 2407 和 共同 出 
口 2408。 第 一 模块 2406 包 括 第 一 入 口 2409、 第 一 主体 2410 和 第 一 分 配 尖端 2411。 第 一 模块 
2406 与 第 一 分 配器 2401 流 体 连通 ,第 二 模块 2407 包 括 第 二 入 口 2412、 第 二 主体 2413 和 第 二 
分 配 尖 端 2414。 第 二 模块 2407 与 第 二 分 配器 2403 流 体 连通 。 如 图 24A 中 示 出 的 ,第 一 模块 
2406 和 第 二 模块 2407 形 成 对 称 配置 。 

[0170] 如 図 24B 中 示 出 的 , 共 同 出口 2408 包 括 第 一 分 配 欠 端 2411 和 第 二分 配 内 端 2414。 如 
图 24C 中 示 出 的 ,第 一 分 配 尖 端 2411 与 第 三 分配 尖端 2414 基 本 上 平行 ,如 图 24C 中 还 示 出 的 ， 
第 一 分 配 尖 端 2411 和 第 二 分 配 尖 端 2414 与 共同 出 口 2408 也 基本 上 平行 , 任 选 地 ,第 一 分 配 
尖端 2411 和 第 二 分 配 尖 端 2414 不 必须 与 共同 出 口 2408 基 本 上 平行 。 例 如 ,共同 出 口 2408 可 
以 从 第 一 分 配 尖 端 2411 和 第 二 分 配 尖 端 2414 突 出 ,诸如 低 于 第 一 分 配 尖 端 2411 和 第 二 分 配 
尖端 2414 突 出 ,或 者 高 于 第 一 分 配 人 尖端 2411 和 第 二 分 配 尖 端 2414 突 出 。 共 同 出 口 可 以 具有 
约 0.4mm 至 2.0mm 的 直径 ,并 且 在 图 24A- 图 24C 的 这 个 示例 性 实施 方案 中 ,共同 出 口 2408 的 直 
径 为 约 1.0mm, 其 对 应 于 通过 图 25A- 图 25B 中 描述 的 方法 2500 的 示例 性 实施 方案 产生 的 细胞 
构建 体 的 近似 直径 。 

[0171] 任 选 地 ,并 行 生物 打印 系统 2400 可 以 具有 三 个 或 更 多 个 分 配器 ,并 且 因 此 ,这 个 系 
统 2400 的 组 件 可 以 相应 地 缩放 ,以 满足 通 量 的 更 高 的 需求 ,或 者 细胞 类 型 或 细胞 浓度 的 变 
化 。 

[0172] ”图 25A- 图 25B 描 绘 了 使 用 图 24A- 图 24C 中 描述 的 并 行 生物 打印 系统 2400 的 示例 性 
实施 方案 的 本 文公 开 的 并 行 生 物 打印 方法 2500A-2500B 的 示例 性 实施 方案 ,在 图 25A 的 示例 
性 实施 方案 中 ,并行 生物 打印 方法 2500A 包 括 步 又 2503-2514 以 及 任 选 地 步骤 2515。 在 步 又 
2503 ,并 行 生 物 打 印 系 统 2400 ,并 且 特 别 是 共同 出 口 2408 ,下降 预定 的 距离 到 半 固 体 材 料 
2501 中 ,在 这 个 实施 方案 中 ,预定 的 距离 约 等 于 半 固 体 材料 的 最 大 深度 ,在 图 25A- 图 25B 的 
这 个 示例 性 实施 方案 中 , 半 固 体 材 料 2501 包 括 藻 酸 盐 。 

[0173] 在 歩 張 2504, 共 同 出 口 2408 上 井 多 1.0 至 2.0 牽 米 (mm) 的 预定 的 距离 ,并 且 在 这 个 
实施 方案 中 ,共同 出 口 2408 上 升 约 1.5mm。 在 步骤 2505 ,第 一 分 配 尖 端 2411 将 预定 量 的 第 
生物 墨水 2402 沉 积 到 半 固 体 材 料 2501 中 ,其 中 在 共同 出 口 2408 上 升 的 同时 发 生 沉积 。 所 分 
配 的 预定 量 的 第 一 生物 墨水 2402 为 约 0.8nL, 具 有 基本 上 直 的 具有 约 0.8mm 的 长 度 及 约 
1.0mm 的 直径 。 任 选 地 ,在 步骤 2505 ,预定 量 的 第 一 生物 墨水 2402 可 以 具有 基本 上 直 的 具有 
约 1.0mm 而 不 是 0.8mm 的 长 度 , 其 中 约 0.8hL 在 1.0mm 长 度 上 均匀 分 布 。 在 约 0.8mm 而 不 是 
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1.0mm 的 长 度 上 沉积 约 0.8hL 的 优点 是 ,另外 的 0.2mm 可 以 是 用 于 收回 共同 出 口 2408 的 另外 
的 空间 ,从 而 在 第 一 生物 墨水 和 第 二 生物 墨水 之 间 产 生 更 宽 的 间隔 ,这 减少 了 第 一 生物 墨 
水 快速 进入 (streaking into) 分 配 的 第 二 生物 墨水 中 的 风险 。 
[0174] ”在 图 25A- 图 25B 的 这 个 示例 性 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 2402 与 第 二 生物 墨水 
2404 具 有 不 同 的 人 类 细胞 的 组 成 。 第 一 生物 墨水 2402 包 含 上 皮 细 胞 ,并且 具体 是 皮肤 上 皮 
细胞 ,并且 更 具体 是 角质 细胞 .第 二 生物 墨水 2404 包 含 间 充 质 细胞 ,并 且 具 体 是 真皮 乳头 细 
胞 .第 一 和 第 二 生物 墨水 的 其 他 细胞 类 型 和 /或 相同 或 不 同 的 细胞 类 型 的 其 他 细胞 浓度 是 
可 能 的 ,为 了 简洁 ,第 一 ee 型 在 “用 于 生物 打印 细胞 构建 体 的 并 行 生 
物 打印 方法 "章节 中 描述 。 在 步骤 2506 ,共同 出 口 2408 上 升 约 0.2mm。 在 步骤 2507 ,在 将 预定 
量 的 第 二 生物 墨水 2404 沉 积 到 半 固 体 材 料 2501 中 之 前 ， 0 共同 出 口 2408 的 任 
何 动作 持续 预定 量 的 时 间 。 人 中 ,在 步骤 2501 ,该 预定 量 的 时 间 为 
约 10 秒 .在 步骤 2508 ,在 将 预定 量 的 第 二 生物 墨水 2404 沉 积 | 半 固体 材料 2501 中 之 前 ,方法 
2500A 使 用 第 一 A 2uL 的 第 一 生物 墨水 2402。 
[0175] “在 步骤 2509 ,在 分 配 预 定量 的 第 二 生物 墨水 2404 之 前 ,共同 出 口 2408 水 平移 动 预 
定 的 长 度 ,并且 在 这 个 示例 性 实施 方案 中 ,水平 的 预定 长 度 为 约 0.1mm。 任 选 地 ,在 步 又 
2509， 移动 可 以 是 预定 的 长 度 的 水 平 摆动 ,并 且 特 别 是 约 0. Imm 的 摆动 。 在 这 个 步骤 2509 期 
Re et +X 0.1mm,+Y 0.1mm,-X 0.1mm 及 -Y 0.1mm。 
又 2509 的 动机 是 促进 分 配 的 第 一 生物 墨水 从 共同 出 口 2408 脱 离 ,这 继而 将 减少 第 
TT 
[0176] 步骤 2510 ,第 二 分 配 尖 端 2414 将 预定 量 骨 j 半 固体 材料 
2501 中 ,其 a 同 出 口 2408 上 升 的 同时 发 生 沉 积分 配 的 预定 量 区 生物 墨水 2404 为 
约 2.4uL, 具 有 基本 上 直 的 具有 约 3.0mm 的 长 度 及 约 1.0mm 的 直径 。 第 i 
充 质 细胞 ,并 且 具 体 是 真皮 乳头 细胞 。 
[0177] 在 歩 張 2511 ,在 将 预定 量 的 第 二 生物 墨水 2404 沉 积 到 半 固 体 材料 2501 中 之 后 , 方 
法 2500A 和 暂停 共同 出 口 2408 的 任何 动作 预定 量 的 时 间 。 在 这 个 示例 性 实施 方案 的 步骤 2511， 
这 个 预定 量 的 时 间 为 约 10 秒 。 
[0178] ”在 步 又 2512, 在 将 预定 量 的 第 二 生物 墨水 2404 沉 积 到 半 固 体 材料 2501 中 之 后 , 方 
1 20L 的 第 二 生物 墨水 。 
[0179] “在 步骤 2513 ,在 分 配 预 定量 的 第 二 生物 墨水 2404 之 后 ,共同 出 口 2408 水 平移 动 约 
0.3mm 的 预定 长 度 , 并 且 随 后 ,共同 出 出 半 固体 材料 2501。 
[0180] ”在 步骤 2514, 共 同 出 口 2408 从 半 固 体 材 料 2501 中 缩 回 至 标识 物 2502。 标 识 物 2502 
在 接收 表面 或 半 固 体 材 料 2501 的 外 部 和 表面 之 上 。 标 识 物 2502 可 以 是 空气 介质 。 
[0181] “并 行 生物 打 印 方法 2500A 的 步骤 2503 至 步骤 2514 可 以 在 约 120 秒 或 更 少时 间 内 完 
成 。 分 配 的 预定 量 的 第 一 生物 墨水 2402 和 分 配 的 预定 量 的 第 二 生物 墨水 2404 在 半 固 体 材 料 
2501 内 形成 细胞 构建 体 . 如 这 样 , 在 方法 2500A 的 示例 性 实施 方案 中 ,所 形成 的 细胞 构建 体 
包含 约 2.8hL ,由 0.8hL 的 真皮 乳头 细胞 及 约 2.4nL 的 角质 细胞 组 成 ,具有 基本 上 直 的 具有 约 
3.2mm 的 长 度 (0.8mm 的 真皮 乳头 细胞 和 2. 4mm 的 角质 细胞 ) 及 约 1.0mm 的 直径 。 
[0182] ” 任 选 地 ,如 果 使 用 者 希望 重复 方法 2500A ( 即 两 个 或 更 多 个 循环 ) , 则 在 步骤 2515 ， 
方法 2500A 使 用 第 二 分 配 尖端 2414 抽 吸 预定 量 的 第 二 生物 墨水 2404, 并且 特 别 地 ,预定 量 尼 
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第 二 生物 墨水 2404 为 约 1.2hL。 在 步骤 2525 之 后 ,并行 生 物 打 印 系统 2400 将 移动 至 接受 表面 
上 的 不 同 的 X.Y、Z 定 位 ,以 便 在 新 的 期 望 的 定位 重复 2500A 的 方法 。 
[0183] ”在 图 25B 的 示例 性 实施 方案 中 ,并 行 生物 打印 方法 2500B 是 并 行 生物 打印 方法 
2500A 的 简化 版 本 , 仅 包括 步骤 2503、2505、.2510 和 2514。 在 步骤 2503 ,并 行 生 物 打 印 系统 
2400 ,并 且 特 别 是 共同 出 口 2408, 下 降 预 定 的 距离 到 半 固 体 材 料 2501 中 。 标 识 物 2502 在 接收 
表面 或 半 固 体 材 料 2501 的 外 部 和 表面 之 上 。 在 这 个 实施 方案 中 ,预定 的 距离 约 等 于 半 固 体 
材料 的 最 大 深度 。 在 图 25A- 图 25B 的 这 个 示例 性 实施 方案 中 , 半 固 体 材 料 2501 包 含 菠 酸 盐 。 
[0184] ”在 方法 2500B 的 步骤 2505 ,第 一 分 配 尖端 2411 将 预定 量 的 第 一 生物 墨水 2402 沉 积 
到 半 固 体 材料 2501 中 ,其 中 沉积 在 共同 出 口 2408 上 升 时 发 生 。 所 分 配 的 预定 量 的 第 一 生物 
墨水 2402 为 约 0.8uL, 具 有 基本 上 直 的 具有 约 1.0mm (而 不 是 方法 2500A 中 的 0. 8mm) 的 长 度 及 
约 1.0mm 的 直径 ,在 步骤 2505, 约 为 0.8bL 的 预定 量 的 第 一 生物 墨水 2402 均 匀 分 布 在 1.0mm 长 
度 上 。 在 图 25A- 图 25B 的 这 个 示例 性 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 2402 与 第 二 生物 墨水 2404 具 
有 不 同 的 人 类 细胞 的 组 成 。 第 一 生物 墨水 2402 包 含 上 皮 细 胞 ,并且 具体 是 皮肤 上 皮 细 胞 ,并 
且 更 具体 是 角质 细胞 .第 二 生物 墨水 2404 包 含 间 充 质 细胞 ,并 且 有 具体 是 真皮 乳头 细胞 。 第 一 
和 第 二 生物 墨水 的 其 他 细胞 类 型 和 /或 相同 或 不 同 的 细胞 类 型 的 其 他 细胞 浓度 是 可 能 也 
为 了 简洁 ,不 同类 型 的 第 一 和 第 二 生物 墨水 在 “用 于 生物 打印 细胞 构建 体 的 并 行 生 物 打印 
方法 ”章节 中 描述 。 
[0185] ”在 方法 2500B 的 步骤 2510 ,第 二 分 配 尖 端 2414 将 预定 量 的 第 二 生物 墨水 2404 沉 积 
到 半 固 体 材料 2501 中 ,其 中 沉积 在 共同 出 口 2408 上 升 的 同时 发 生 。 分 配 的 预定 量 的 第 一 生 
物 墨水 2404 为 约 2.4nL, 具 有 基本 上 直 的 具有 约 3.0mm 的 长 度 及 约 1.0mm 的 直径 。 第 二 生物 墨 
水 2404 包 含 间 充 质 细胞 ,并 且 具 体 是 真皮 乳头 细胞 。 

[0186] ”在 方法 2500B 的 步骤 2514, 共 同 出 口 2408 从 半 固 体 材 料 2501 中 退回 至 标识 物 2502。 
标识 物 2502 在 接受 表面 或 半 固 体 材料 2501 的 外 部 和 表面 之 上 ,标识 物 2502 可 以 是 空气 介 
质 。 

[0187] ”分 配 的 预定 量 的 第 一 生物 墨水 2402 和 分 配 的 预定 量 的 第 二 生物 墨水 2404 在 半 固 
体 材料 2501 内 形成 细胞 构建 体 ,这 样 ,在 方法 2500A 的 示例 性 实施 方案 中 ,所 形成 的 细胞 构 
建 体 包含 约 2.8nL, 由 0.8uL 的 真皮 乳头 细胞 及 约 2.4uL 的 角质 细胞 组 成 ,具有 基本 上 直 的 具 
有 约 3.2m 的 长 度 (0.8m 的 真皮 乳头 细胞 和 2.4mm 的 角质 细胞 ) 及 约 1.0mm 的 直径 。 

[0188] ”图 26A- 图 26C 描 绘 了 使 用 并 行 生 物 打印 系统 2400 和 具有 不 同 的 暂停 时 间 及 抽 吸 步 
又 的 方法 2500A 的 变化 形式 产生 的 细胞 构建 体 . 特 别 地 ,图 26A- 图 26C 描 绘 了 所 形成 的 细胞 
构建 体 , 每 个 细胞 构建 体 包 含 约 2.8nL ,由 0.8hL 的 真皮 乳头 细胞 及 约 2.4nL 的 角质 细胞 组 
成 ,具有 基本 上 直 的 具有 约 3.2mm 的 长 度 (0.8mm 的 真皮 乳头 细胞 和 2. 4mm 的 角质 细胞 ) 及 釣 
1.0mm 的 直径 ,图 26A 描 绘 了 形成 的 细胞 构建 体 ,其 中 在 方法 2500A 的 步骤 2507 ,暂停 的 预定 
量 的 时 间 为 约 120 秒 。 相 比 之 下 ,图 26B 描 绘 了 形成 的 细胞 构建 体 , 其 中 在 方法 2500A 的 步 又 
2507 ,暂停 的 预定 量 的 时 间 为 约 10 秒 。 显 著 且 出 乎 意料 地 ,图 26A 具 有 比 图 24B 明 显 更 少 的 快 
速 进入 ,表明 在 步骤 2507 (或 步骤 2511) 的 暂停 步骤 可 以 帮助 显著 减少 快速 进入 问题 。 

[0189] ” 当 存 在 延迟 的 生物 墨水 ,诸如 第 一 生物 墨水 2402 或 第 二 生物 墨水 2404 通 过 针 的 流 
动 时 ,发 现 快速 进入 问题 是 反复 出 现 的 问题 ,在 来 自分 配器 诸如 第 一 分 配器 2401 或 第 二 分 
配器 2403 的 活塞 停止 致 动 很 长 时 间 之 后 ,生物 墨水 持续 从 分 配 尖 端 流 出 。 当 生物 打印 目标 
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细胞 构建 体 时 ,延迟 的 流动 引起 第 一 生物 墨水 2402 中 的 一 些 与 第 二 生物 墨水 2404 同 时 分 
配 。 结 果 是 第 一 生物 墨水 2402 快 速 进入 第 二 生物 墨水 2404 的 目标 区 域 中 。 此 外 , 当 连 续 打印 
多 个 细胞 构建 体 时 ,来 自 一 个 细胞 构建 体 的 第 二 生物 墨水 2404 的 延迟 的 流动 最 终 快 速 进 入 
随后 的 细胞 构建 体 中 的 第 一 生物 墨水 2402 的 目标 区 域 中 。 延 迟 的 流动 的 解决 方案 是 在 每 次 
分 配 分 别 的 生物 墨水 之 后 添加 暂停 步骤, 诸如 步骤 2507 或 2511。 用 这 种 修改 ,快速 进入 行为 
大 大 减少 ,因为 提供 了 足够 的 时 间 让 生物 墨水 流动 到 其 指定 的 区 域 。 

[0190] ”图 26C 描 绘 了 形成 的 细胞 构建 体 ,其 中 在 方法 2500A 的 步骤 2507 ,暂停 的 预定 量 包 
时 间 为 约 10 秒 ,并 且 在 步骤 2508 ,第 一 分 配 尖 端 2411 抽 吸 预定 量 1.2nL 的 第 一 生物 墨水 
2402。 显 著 且 出 乎 意料 地 ,图 26C 比 图 26A- 图 26B8 具 有 明显 更 少 的 快速 进入 ,表明 在 步骤 2508 
(或 步骤 2512、 步 骤 2515) 添加 抽 吸 步骤 可 以 帮助 显著 减少 快速 进入 问题 。 

[0191] ”图 27A- 图 27D 描 绘 了 使 用 并 行 生 物 打印 系统 2400 和 具有 及 不 具有 抽 吸 步骤 2508 的 
方法 2500A 的 变化 形式 产生 的 细胞 构建 体 , 图 27A- 图 27D 描 绘 了 形成 的 细胞 构建 体 ,每 个 细 
胞 构建 体 包含 约 2.8nL, 由 0.8nL 的 真皮 乳头 细胞 及 约 2.4uL 的 角质 细胞 组 成 ,具有 基本 上 直 
的 具有 约 3.2mm 的 长 度 (0.8mm 的 真皮 乳头 细胞 和 2.4mm 的 角质 细胞 ) 及 约 1.0mm 的 直径 。 图 
27A- 图 27B 描 绘 了 形成 的 细胞 构建 体 ,其 中 在 任 选 的 步 又 2515 ,第 一 分 配 尖 端 2411 抽 吸 预定 
量 1.2uL 的 第 二 生物 墨水 2404。 当 在 方法 2500A 的 第 二 循环 中 分 配 第 一 生物 墨水 2402 时 ,这 
个 抽 吸 步骤 帮助 减少 第 二 生物 墨水 2404 的 快速 进入 。 相 比 之 下 ,图 27C- 图 27D 描 绘 了 形成 的 
细胞 构建 体 , 其 中 省 略 了 任 选 的 步骤 2515。 显 著 且 出 乎 意料 地 ,图 27A- 图 27B 未 明显 示 出 在 
第 一 生物 墨水 2402 中 的 第 二 生物 墨水 2404 的 快速 进入 ,这 表明 抽 吸 步骤 是 减少 快速 进入 问 
题 并 立即 停止 不 需要 的 生物 墨水 的 流动 的 关键 步 又 ,如 图 26C 和 图 27A- 图 27D 中 示 出 的 , 抽 
吸 是 可 以 减少 不 需要 的 生物 墨水 的 快速 进入 的 另 一 个 关键 特征 。 抽 吸 步 又 ( 即 步骤 2508、 
2512、2515) 可 以 是 暂停 步骤 ( 即 和 暂停 步骤 2507、2511) 的 补充 ,如 图 24C 中 示 出 的 ,或 者 抽 吸 
步 又 是 不 具有 和 暂停 步 又 的 抽 吸 步骤 的 补充 ,如 图 27A- 图 27D 中 示 出 的 ,如 果 利 用 不 具有 暂停 
步骤 的 抽 吸 步骤 ,这 可 以 是 有 利 的 ,因为 暂停 步骤 增加 了 执行 2500A 或 2500B 的 方法 需要 的 
时 间 ,有 时 长 达 数 分 钟 , 因 此 减少 了 通 量 。 相 比 之 下 , 抽 吸 仅 将 执行 2500A 或 2500B 的 方法 需 
要 的 时 间 增 加 了 数秒 。 此 外 , 抽 吸 相对 于 暂停 是 有 益 的 ,因为 抽 吸 已 经 示 出 了 能 够 立即 停止 
不 想 要 的 生物 墨水 的 流动 。 

[0192] ”图 28A- 图 28D 描 绘 了 使 用 并 行 生 物 打 印 系统 2400 和 具有 及 不 具有 上 升 步骤 2504 的 
方法 2500A 的 变化 形式 产生 的 细胞 构建 体 , 图 28A- 图 28D 描 绘 了 形成 的 细胞 构建 体 ,每 个 细 
胞 构建 体 包含 约 2.8nL, 由 0.8nL 的 真皮 乳头 细胞 及 约 2.4uL 的 角质 细胞 组 成 ,具有 基本 上 直 
的 具有 约 3.2mm 的 长 度 (0.8mm 的 真皮 乳头 细胞 和 2.4mm 的 角质 细胞 ) 及 约 1.0mm 的 直径 ,特别 
地 ,图 28A- 图 28B 的 细胞 构建 体 是 在 具有 上 升 步 又 2504 的 情况 下 产生 的 。 相 比 之 下 ,图 28C- 
图 28D 的 细胞 构建 体 是 在 不 具有 上 升 步骤 2504 的 情况 下 产生 的 。 在 这 个 实例 中 ,在 方法 
2500A 的 步骤 2504, 共 同 出 口 2408 上 升 约 1.5mm 的 预定 距离 .显著 且 出 平 意料 地 ,图 28A- 图 
28B 示 出 了 第 一 生物 墨水 2402 的 不 移动 形态 ,而 相 比 之 下 ,图 28C- 图 28D 示 出 了 第 一 生物 墨 
水 从 针 轴 径 向 向 外 移动 。 这 种 向 外 移动 是 不 期 望 的 ,因为 它 可 以 潜在 地 制备 (facture) 周围 
的 半 固 体 材 料 ,所 述 周围 的 半 固 体 材料 充当 文 撑 材料 以 帮助 第 一 生物 墨水 和 第 二 生物 墨水 
形成 细胞 构建 体 . 因 此 ,上 升 步 又 2504 显 著 减 少 和 /或 消除 了 第 一 生物 墨水 2402 的 不 期 望 的 
移动 形态 。 
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[0193] ”图 29A- 图 29B 描 绘 了 使 用 并 行 生物 打印 系统 2400 和 具有 及 不 具有 移动 步 又 2513 的 
方法 2500A 的 变化 形式 产生 的 细胞 构建 体 , 图 26A- 图 26C 描 绘 了 形成 的 细胞 构建 体 ,每 个 细 
胞 构建 体 包含 约 2.8bL, 由 0.8nL 的 真皮 乳头 细胞 及 约 2.4uL 的 角质 细胞 组 成 ,具有 基本 上 直 
的 具有 约 3.2mm 的 长 度 (0.8mm 的 真皮 乳头 细胞 和 2.4mm 的 角质 细胞 ) 及 约 1.0mm 的 直径 。 图 
29A 描 绘 了 在 具有 移动 步 又 2513 的 情况 下 产生 的 细胞 构建 体 , 相 比 之 下 ,图 29B 描 绘 了 在 不 
具有 移动 步骤 2513 的 情况 下 产生 的 细胞 构建 体 。 在 步骤 2513 ,共同 出 口 2408 水 平移 动 约 
0.3mm 的 预定 的 长 度 , 并 且 随 后 ,共同 出 口 2408 垂 直 移 动 出 半 固 体 材 料 2501。 

[0194] “显著 且 出 乎 意料 地 ,图 29A 产 生 了 显著 更 短 且 具有 较 少 拉 伸 的 构建 体 的 细胞 构建 
体 . 图 29B 示 出 了 细胞 构建 体 变 得 被 拉 伸 至 多 于 其 原始 生物 打印 的 长 度 的 两 倍 , 这 是 不 期 望 
的 。 这 种 不 需要 的 拉 伸 的 假定 原因 可 能 是 抽 吸 (suction) 。 假 定 半 固 体 材 料 在 分 配 尖端 ( 即 
第 一 分 配 尖 端 2411 和 第 二 分 配 尖 端 2414) 周围 形成 空气 密封 ,收回 的 分 配 尖 端 引入 低压 腔 ， 
该 低压 腔 向 上 抽 吸 位 于 下 方 的 沉积 的 细胞 构建 体 ,因此 ,在 最 终 上 升 步骤 之 前 ,另外 的 脱出 
半 固 体 材料 约 0.3mm 水 平移 动 的 步骤 消除 了 图 29B 中 示 出 的 拉 伸 问题 ,而 先前 半 固 体 材料 在 
分 配 尖 端 周围 形成 空气 密封 ,水 平 的 0. 3mm 移 动 强 行 打开 向 下 至 分 配 尖 端的 空气 通道 ,防止 
低压 腔 形成 ,如 图 29A 中 示 出 的 。 

[0195] ”虽然 本 文 已 经 显示 及 描述 了 本 发 明 的 优选 的 实施 方案 ,但 对 于 本 领域 技术 人 员 将 
明显 的 是 ,这 类 实施 方案 仅 通 过 实例 的 方式 提供 。 本 领域 技术 人 员 将 想到 不 偏离 本 发 明 的 
许多 变化 改变 和 替换 .本文 引 用 的 所 有 专利 专利 申请 和 出 版 物 均 通过 引用 全 部 并 入 本 
0 


31 


1/50 页 


較 2D HHDP P3 500 um 细胞 器 


多 1B 


32 


CN 110167609 A 说 明 附 图 2/50 页 


80:20 HHDPBrdU:HEK 


80:20 HHDPBrdU:HEK 


33 


CN 110167609 A 说 明 书 附 3/50 页 


HLA BrdU DA PI 


图 2C 


園 2D 


34 


CN 110167609 A 说 明 附 图 4/50 页 


35 


CN 110167609 A 说 明 书 附 5/50 页 


36 


CN 110167609 A 说 明 书 附 6/50 页 


图 3B 


峰 3C 


37 


CN 110167609 A 说 明 书 附 7/50 页 


多 3D 


38 


8/50 页 


书 附 


明 


1 


CN 110167609 A 


npPig/ 選 多聞 姜 -d 


2 


細 竹 衛 " 才 /9A つ 


峰 3G 


39 


CN 110167609 A 说 明 附 图 9/50 页 


色 3H 


402 


图 4 


40 


CN 110167609 A 说 明 附 图 10/50 页 


图 5A 


CN 110167609 A 说 明 书 附 11/50 页 


8% 明 胶 


多 6B 


42 


12/50 页 


明 书 附 


i 


CN 110167609 A 


(て 1 Im/8Y $1) 纪 第 各 叔 /时 重 和 可 鳞 当 


園 6C 


43 


CN 110167609 A 说 明 书 附 图 13/50 页 


图 7B 


8% 明 胶 


图 7C 


44 


CN 110167609 A 


明 书 附 图 


14/50 页 


了 
第 7 天 


45 


15/50 页 


明 书 附 图 


i 


CN 110167609 A 


图 8A 


46 


CN 110167609 A 说 明 书 附 图 16/50 页 


图 8B 


图 8C 


47 


17/50 页 


书 附 


明 


说 


CN 110167609 A 


图 8D 


沽 V1 党 


多 9A 


48 


CN 110167609 A 说 明 书 附 18/50 页 


多 9B 


BrdU/CK6 


峰 9C 


49 


区 


CN 110167609 A 说 明 书 附 


19/50 页 


第 21 天 


多 9D 


50 


CN 110167609 A 说 明 书 附 20/50 页 


图 9F 
MK 
! の 
让 
ei MK 
号 
计 的 
a 
CN 
一 SS © © 
@ 守 SS 
Dy 
10A 


51 


CN 110167609 A 说 明 附 图 21/50 页 


te 

4 の 

か いさ 
き Sk 
CD 

1 

で 

图 10B 

MK 

ww; 

いさ 
三 kK 
< qq 
虽 sk 


2D 


800 
600 
200 


© 
マ 
Dy 


图 10C 


52 


CN 110167609 A 说 明 书 附 22/50 页 


兰 1Z 党 


图 10D 


图 10E 


53 


CN 110167609 A 说 明 书 附 23/50 页 


碱 性 磷酸 酶 CK6 


图 10F 


图 11A 


54 


CN 110167609 A 说 明 附 24/50 页 


图 11B 


I 


图 11C 


55 


说 明 书 附 图 SAR 


CN 110167609 A 


© 
= 
Il 
に 
宮 
っ う 
AAA 
に = 
CN 
| 
RT 
に al 
CN 
| 
RT 


56 


26/50 页 


书 附 


明 


i 


CN 110167609 A 


9】)/ 吉 強 束 乱 各 


57 


CN 110167609 A 说 明 附 图 27/50 页 


图 14A 


图 14B 


58 


CN 110167609 A 说 明 附 图 28/50 页 


图 14C 


图 14D 


59 


29/50 页 


书 附 


明 


1 


CN 110167609 A 


VSI 国 


9JO/「1PJ ヨ 


60 


30/50 页 


明 书 附 


说 


CN 110167609 A 


bE 人 国 浓 汉 黑 学 主 


一 一 一 全 一 バハ ーーー タ キー ニー 


の 六 六 
や 图 人 so Rs 分 NS 


の 
SN 
6 


图 1 


009 


000【 


61 


31/50 页 


明 书 附 


i 


CN 110167609 A 


多 17 


CL 
2 まめ だ 32 


色 18 


32/50 页 


明 书 附 图 


说 


CN 110167609 A 


ズー ナラ フーン 、 


の 


色 19A 


色 19B 


33/50 页 


书 附 图 


明 


i 


CN 110167609 A 


找到 士 出 好 全 和 
4 


日 
旧 绍 诉 


色 20A 


皆 表 (9 


色 20B 


他 眶 关 竹 到 要 (3 


斗 20C 


BE YW 
到 要 其 将 加 (Pp 


園 20D 


64 


34/50 页 


书 附 图 


明 


i 


CN 110167609 A 


ミサ ー 
エ 玲 少 時 究 
A 


图 20E 


器 党 
EE 


本 攻 症 68 療 番 
の りり 


图 21A 


| 


图 21B 


逆 浙 六 
EW 
吐 2 明 全身 覧 (9 


图 21C 


65 


CN 110167609 A 说 明 书 附 图 35/50 页 


d) 收 回 针 。 从 (a) 重 复 。 


图 21D 


66 


36/50 页 


书 附 


明 


i 


CN 110167609 A 


まり ま を 年 る 2 


98 8 = 志 31 党 各 
996= ま EW 
004 = 束 守 闷 竺 
EE = 本 宰 学 吾 


修 仁 加 全 米 咒 0II 


(前 沸 ) 5 滞 


| 


TTIEEEH EL EAT HHHITIIEUI IIIIIII 


国 22 


67 


CN 110167609 A 说 明 书 附 冬 37/50 页 
ーー ou 
8 S 


ら 
S 
a 
に 
に 


图 23A 


68 


CN 110167609 A 说 明 书 附 图 38/50 页 


图 23B 


69 


CN 110167609 A 说 明 附 图 39/50 页 


CN 110167609 A 说 明 书 附 40/50 页 


2408 


2411 2414 


图 24B 


41/50 页 


明 书 附 图 


说 


CN 110167609 A 


2408 


NS 


や で 、 で いで いや 、 や 、 や いや いや いや いや る 、 や いや いで いや や いや いや いや 、 や 、 や いや 、 で いや やや いや いや いや いや いる る や 、 で いや いや 、 で いや いや ぺい や 、 で 、 や や や いや いや 、 や いや いで いや 、 や や いい で さい ぐい や 、 で いで や 、 や や 、 で や いや いや 、 で いや いで 
ESSN SS で NN さや さ ささ ささ ささ ぶさ べく ささ ささ ささ さぶ ささ ささ ささ くさ SS ささ ささ S さ へ ささ S さ ささ ささ ささ ささ SS ささ ここ ささ へ ささ やや へ ささ 
いい ドド ドド ドド ドド ドド ドド いそ いそ ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド ドド 


くさ ささ うさ ささ ささ うさ 和 ひさ さき うさ ささき ささ う うさうさ 3 うう 3 さき うさうさ ささ ささ ささ うさ 3 うさ うさうさ さき うさ うさ うさ うう SR 


NN 


2411 2414 


24C 


42/50 页 


书 附 图 


明 


i 


CN 110167609 A 


y0SZ 一 一 で 1 同 崩 投 
G0GZ 一 一 義 PO080 78°0 
9007 = “C0 的 短信 

/0 プー 待 0I 奈 圭 
a0cz -一 Te Tye 
wl’0 

60GZ 一 一 把 各 以 邮 疹 

(性 束 下 加 和 静 淮 忒 ) 
oi Th Ti 


ue TC 
ez— 位 01 塌 坑 
zicz en TT て ya 


UL 0 


CIGZ 一 一 (eiy = 
thio 局 明 反 補 尊 


ーー ーー ーー oa 
a a ーー 一 


s 06=} $s 0=} | 
Z09Z 


_ 一 809Z 


2 を 全 
EE る 52 


ーー 現金 式 
TN TY 


图 25A 


73 


CN 110167609 A 说 明 附 43/50 页 
2500B 


整个 针 收 回 


针 插 至 
最 大 深度 


2.4uL smm 线 一 10 
0.8uL lmm 线 2005 


图 25B 


74 


CN 110167609 A 说 明 书 附 44/50 页 


26A 


26B 


75 


CN 110167609 A 说 明 书 附 45/50 页 


26C 


图 27A 


CN 110167609 A 说 明 书 附 46/50 页 


图 27B 


图 27C 


CN 110167609 A 说 明 附 图 47/50 页 


图 27D 


图 28A 


78 


CN 110167609 A 说 明 附 图 48/50 页 


图 28C 


79 


CN 110167609 A 说 明 书 附 图 49/50 页 


图 28D 


图 29A 


80 


CN 110167609 A 说 明 书 附 图 50/50 页 


图 29B 


81 


